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Las estructuras olfatorias de los armadillos Chactophractus villosusy Dasypus
hybridus.

RESUMEN

Esta Tesis se divide en: 1- El modelo experimental y la importancia de los
armadillos Chaetophractus villosus y Dasypus hybridus en la investigacion
biomédica; 2- Adaptacion del armadillo Dasypus hybridus a las condicones de
cautiverio; 3~ Estudio de las estructuras nasales de los armadillos
Chactophractus villosus 'y Dasypus hybridus, con especial atencion en la
mucosa olfatoria; 4~ Estudio neuroanatémico del armadillo Dasypus hybridus.
En la primera parte, se realizé un resumen de la sistematica y taxonomia de
ambos armadillos y se mencionan algunas lineas de investigacion biomédica
que han utilizado ambos modelos experimentales. En la segunda parte, se
exponen las tareas realizadas en cuanto a la mantencién y reproduccion en
cautividad del armadillo Dasypus hybridus. La tercera parte, consta de una
revision de los conocimientos actuales sobre la mucosa olfatoria, un estudio
topografico y macroscopico de las estructruas nasales y un estudio de la mucosa
olfatoria mediante microscopia dptica y microscopia electrénica, incluyendo
estudios histoquimicos e inmunohistoquimicos. La ultima parte, consta de un
estudio neuroanatomico de la especie Dasypus hybridus . El trabajo consiste en
una revision sobre los trabajos neuroantémicos realizados en Edentados y en el
analisis de las estructuras cerebrales mas 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 villosusy Dasypus
hybridus.

ABSTRACT

Tthis Thesis is divided in: 1- The armadilos Chaetophractus villosus and
Dasypus hybridus as experimental models in biomedical research; 2- The
maintenance in captivity of the armadillo Dasypus hybridus; 3~ Nasal
structures of the armadillos Chaetophractus villosus and Dasypus hybridus,
with special reference to olfactory mucosa; 4- Neuroanatomical study of
Dasypus hybridus.

In the first part an abstract of the systematic, taxonomy and the most important
features of the biomedical research about Chaetophractus villosus and Dasypus
hybridus 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
topographic study of the nasal structures and a study of the olfactory mucosa of
both armadillos by optic and transmission electron microscopy, including
histochemical and immunohistochemical 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.

Key words: 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 atencién en la mucosa olfatoria de los

armadillos Chaetophractus villosusy Dasypus hybridus .

Los objetivos de esta Tesis fueron tres a saber:
1- Adaptacion de la especie Dasypus hybridus a las condiciones de cautiverio.

2- Estudiar las caracteristicas macroscopicas, microscépicas (foténicas y electronicas),
histoquimicas e inmunohistoquimicas de la rucosa olfatoria junto con algunas
caracteristicas estructurales de la cavidad nasal en los armadillos Chaefophractus
villosus y Dasypus hybridus.

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 realizd una revision completa de las caracteristicas mas
importantes de ambas especies. Nuestra segunda tarea fue obtener la adaptacién y
reproduccion de Dasypus hybridus en condiciones de cautiverio. El Instituto de
Neurociencia tiene una amplia experiencia en la mantencion en cautividad del

armadillo Chaetophractus villosus. La experiencia anterior indicaba que la adaptacion
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de ejemplares de Dasypus hybridus 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 interés por los estudios de mucosa olfatoria por parte de distintos
grupos de investigacion crece dia tras dia. Las razones del mismo residen en una serie
de notabilisimas propiedades de considerable relevancia fisioldgica y neurobioldgica.

Detalles sobre las mismas son suministrados mas adelante. A continuacion, a

modo de introduccidn, pasamos solamente revista a dichas notables propiedades.-

1- Algunas derivan de las caracteristicas exclusivas de la neurona receptora olfatoria
(NRO):

1.1- Las NRO son las unicas neuronas del organismo animal que estin en
contacto fisico directo con el medio ambiente, constituyendo por lo tanto, una fase
intermedia entre dicho medio y el sistema nervioso central (SNC). Esta importante
propiedad entrafia como veremos mas adelante un peligro potencial para el sistema

nervioso.

1.2~ Las proyecciones de las NRO hacia el SNC, a diferencia de todas las otras
vias sensoriales por las que circula informacién, arriban directamente a una corteza
filogenéticamente primitiva sin hacer sinapsis con el talamo. Por lo tanto, estin en
condiciones de interactuar directamente entre el medio ambiente y el SNC (Farbman,
1992; Crews y Hunter, 1994).

1.3- Las NRO se regeneran continuamente a lo largo de toda la vida adulta.

Esto determina que en un momento determinado la poblacion neuronal exhibe



neuronas recién nacidas, neuronas inmaduras, neuronas diferenciadas y neuronas en
proceso de degeneracion. Resulta ficil comprender la enorme importancia de este
hecho, pues implica que en 1a mucosa olfatoria (MO) residen importantes secretos
relacionados nada menos que con la regeneracién neuronal de mamiferos adultos
(Graziadei y Monti Graziadei, 1979; Costanzo y Graziadei, 1983).

2- Como consecuencia de ser la neurona olfatoria la tinica neurona en contacto directo
con el medio ambiente cabe sefialar un hecho de importancia: la NRO es la tinica
neurona del organismo homeotérmico que estd 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 instilacion nasal. Estos materiales son posteriormente
transportados en sentido anterdgrado y retrégado 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 SNC dicho transporte no ha podido ser demostrado en todos los animales
estudiados. Esto sugiere que la MO provee de algin modo una barrera protectora del
sistema nervioso denominada barrera nasoencefdlica, que se sumaria a la conocida

barrera hematoencefalica (Morgan, 1984).

5- Hay otro importante motivo de interés por la MO. Este consiste en el altisimo nivel de
actividad enzimatica metabolizante xenobidtica (Hadley y Dahl, 1982).

6- La MO posee células del sistema inmunitario y ha sido demostrada la presencia de
inmunoglobulinas y citoquinas en las secreciones nasales (Getchell y Getchell, 1991).

7- En el curso del desarrollo embrioldgico, en la placoda olfatoria se generan células
GnRHérgicas que migran desde alli hacia el hipotalamo (Witkin y Silverman, 1983;
Witkin, 1987).



8- La MO presenta sitios de ligamiento para melatonina (Affanni ef al, 1996).

9- las glandulas nasales segregan un tipo de proteinas-odorante ligante (odor binding
profeins)- que tiene la funcion de combinarse con las moléculas odorantes y permitir de
este modo el avance de moléculas hidrofdbicas a través de un medio acuoso hidrofilico
(Pelosi et al,, 1982).

10- En la actualidad la MO es utilizada como sitios para la administracién de
medicamentos (cefalexina y sulfonamidas) (Lewis y Dahl, 1995).

11- Hay un hecho que merece ser destacado: la MO despliega una importante
interaccion con distintas partes del organismo ademas de hacerlo con el medio ambiente
(Maruniak ef al, 1983; Bradbury, 1984). En efecto, la misma es alcanzada desde
distintas fuentes, a saber:

a) El aire inspirado.

b) El aire espirado.

¢) El liquido cefalorraquideo

d) La sangre.

e) La secrecion de las glandulas perioculares: lacrimal y glandula 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 ef al,, 1976; Singh y Nathaniel,
1977).

Las mencionadas propiedades de 1a MO demuestran claramente que la misma es
un sitio muy activo de importantes fendmenos fisiolégicos y neurobiologicos. Esto seniala
la considerable importancia de una renovada investigacion sobre la misma. Este ha sido

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



ANALISIS DE LAS PROPIEDADES

1~ La habilidad de las NRO para detectar e identificar moléculas odorantes ilustra
la primera de sus particulares caracteristicas: son las unicas neuronas que hacen
contacto fisico directo con el medio externo. Este contacto ocurre en las cilias que se
proyectan desde las dendritas de las NRO, especificamente en la capa de mucus Gue
cubre el epitelio nasal. Las NRO envian procesos hacia el SNC. Esta proyeccion
representa la segunda caracteristica distintiva: las NRO llegan a una corteza primitiva
sin hacer sinapsis con el tilamo (Farbman, 1992; Crews y Hunter, 1994). la
informacién proveniente del epitelio olfatorio, se diferencia de las demas informaciones
sensitivas y sensoriales por ser enviada directamente desde el bulbo olfatorio hacia la
corteza cerebral olfatoria, sin hacér previamente un relevo talamico. Sin embargo, parte
de la corteza olfatoria, especialmente la corteza ‘piriforme se proyecta al tilamo y la
informacion olfatoria pasa al neocortex, donde presumiblemente ocurra la percepcion
consciente de los olores. (Farbman, 1992). Por otro lado, las neuronas olfatorias son las
unicas 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 regeneracion neuronal fue suministrada por estudios de
autorradiografia con los cuales se rastre la migracion 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 rapida reconstitucion del epitelio danado (Graziadei y Monti Graziadei, 1979,
Costanzo y Graziadei, 1983; Carr y Farbman, 1992; Pellier y Astic, 1994; Hoolbrook ef
al., 1995; Schowb et al,, 1995). Sin embargo, existe atin mucho por comprender acerca
de la neurogénesis, especialmente acerca de la biologia de las células basales y de los

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

2- Una consecuencia de que la NRO sea la unica neurona del organismo en
contacto directo con el medio ambiente hace que la misma esté sometida a fuertes
oscilaciones de temperatura. Esto se debe a la llegada del aire inspirado, que en muchas
oportunidades estd muy por debajo de la temperatura corporal. A esto se anade la



existencia de mecanismos refrigerantes en la cavidad nasal (Schmidt-Nielsen, 1972;
1990). Es de destacar la posible relaciéon de este hecho con la desaparicion de la
neurogénesis en los organismos homeotérmicos o endotérmicos adultos. Cabe, pues
preguntarse si la mencionada conservacion neurogenética de la MO guarda alguna
relacién con las oscilaciones de temperatura que guardarian 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 instilacion nasal. Estos materiales son
posteriormente transportados en sentido anterégrado y retrégado hacia distintas
regiones del SNC. Al respecto cabe sefialar la elaboracion de una teoria de transporte
directo transepitelial de sustancias toxicas inhaladas. El gran atractivo de dicha teoria
deriva precisamente de una caracteristica neuroanatomica exclusiva del sistema
olfatorio: la NRO contacta tanto la luz de la cavidad nasal como los bulbos olfatorios
proveyendo asi una via unineuronal por la que distintas sustancias toxicas pueden
invadir el SNC.

Numerosas sustancias son internalizadas, transportadas y acumuladas en el
sistema olfatorio. Estas sustancias presentan un amplio rango, varian de metales a virus
e incluyen lectinas, colorantes, solventes, inmunoglobulinas, aminodcidos y drogas.

Metales como el aluminio, cadmio, cobalto y oro son internalizados en el epitelio
olfatorio y transportados directamente al cerebro via axones olfatorios o por el espacio
subaracnoideo o perineural (Jackson ef al, 1979). La evidencia de este transporte hacia
el SNC ha sostenido la hipdtesis de que algunos de estos metales pueden ser
etiologicamente significativos en algunos sindromes patoldgicos. Como por ejemplo, el
aluminio en la enfermedad de Alzheimer (Crapper McLachlan, 1986; Roberts, 1986;
Ferreyra-Moyano y Barragan, 1989). Las lectinas, especificamente la WGA (aglutinina
del germen de trigo), también se transportan desde las NRO hacia el bulbo olfatorio
(Shipley, 1985; Itaya, 1987), y de alli por transporte anterégrado y retrégado a distintas
regiones del SNC (Broadwell y Balin, 1985). Ademas, se ha reportado el transporte de
varios virus como consecuencia de la inoculacién 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 comprobd que la peroxidasa del rabano picante (HRP) es captada por la neurona
olfatoria y transportada hacia los glomérulos olfatorios (Kauer, 1981; Steward, 1985). Es
menester destacar ademas, el transporte de: aminoacidos -leucina, alanina, taurina-
(Weiss y Buchner, 1988); drogas como el acido valproico y la cocaina (Dahl y Hadley,
1991); solventes que incluyen benceno, tolueno y xileno (Ghantous ef al, 1990).

Las sustancias luego de penetrar a las NRO, pueden ser transportadas al SNC
mediante transporte rapido o lento, caracteristico de los sistemas neuronales. A su vez
algunas moléculas sdlo arriban al bulbo olfatorio mientras que otras pueden llegar a
otras regiones del SNC mediante transporte transneuronal (Weiss and Buchner, 1988).
Las consecuencias de este transporte se hallan generalmente asociadas con desordenes
neurodegenerativos, incluyendo l1as enfermedades de Parkinson y Alzheimer (Ferreyra
Moyano y Barragan, 1989).

También hay un hecho digno de ser destacado. El hipocampo esta 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 facilmente por distintas sustancias toxicas presentes en el medio ambiente.

4- El hecho 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
nasoencefalica (BNE). El SNC se halla protegido por una barrera hematoencefilica
(BHE), formada por uniones estrechas entre las células endoteliales de los capilares y
una actividad enzimatica en estas células endoteliales (Cutler, 1980). A pesar de las
diferencias entre la BHE y la BNE existen ciertas caracteristicas comunes que hacen que
la BHE sirva como modelo para caracterizar a la BNE. Asi 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 xenobidtica y metabdlica dentro
de las células epiteliales (Dahl y Lewis, 1993). En otros aspectos la BNE difiere 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 mas importantes que aquellas provenientes de la
circulacién. Por otro lado, el aparato mucociliar también funcionaria como un
componente de la barrera (Morgan ef al, 1984). El concepto de BNE deberia ser

tomado en cuenta a la hora de estudiar el transporte de toxicos inhalados.

5- A pesar de que la citoarquitectura de la MO es remarcablemente similar en las
diferentes especies, la capacidad y localizacion del metabolismo xenobidtico 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 higado cuando se normaliza al
contenido de proteinas en el tejido (Hadley y Dahl, 1982), se han realizado numerosos
trabajos sobre la actividad en la mucosa nasal de enzimas xenobioticas (Shapiro, 1970;
Hadley y Dahl, 1982; Asanuma y Nomura, 1991; Asanuma y Nomura, 1993).

El metabolismo xenobidtico cumple multiples funciones: (1) detoxificacion de
xenobidticos inhalados; (2) proteccion de otros tejidos, tales como cerebro y pulmones,
de toxicos inhalados; (3) activacion de toxicos inhalados; y (4) modificacion de
sustancias odorantes inhaladas, especialmente en el caso de esteroides que funcionan
como estimulo reproductivo (Lewis y Dahl, 1995). Cabe aclarar que las enzimas
xenobidticas nasales no sélo actiian sobre sustratos inhalados sino también lo hacen

sobre sustratos provenientes de la circulacion sistémica (Belinsky ¢f al, 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). Esto se asocia con unas de las funciones de 1a MO que
es la de ser una barrera para impedir la penetracion de agentes patdgenos del medio al
interior del organismo, especialmente al SNC y al tracto respiratorio (Getchell y
Getchell, 1991).

7- Durante el desarrollo embrioldgico, la aparicion de fibras y neuronas
inmunorreactivas a GnRH (hormona liberadora de gonadotrofinas) en el septo nasal
precede a su aparicion en otras partes del cerebro (Witkin y Silverman, 1983; Witkin,
1987; Jennes, 1989). Las neuronas GnRhérgicas se diferencian desde la placoda

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



entran en la region ventral del encéfalo junto con el nervio terminal y el nervio
vomeronasal (Silverman ef 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

réproductivo y olfatorio, una asociaciéon que permanece a lo largo de toda la vida.

8- En nuestro Instituto se demostré la ausencia de glandula pineal en los
armadillos. La glandula de Harder produce melatonina y lipidos en los cuales dicha
sustancia es altamente soluble. La secrecion 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 podria tener una funcion local desconocida
(¢intervencion en la regeneracién neuronal?), y luego llevada al cerebro (Affanni ef al,
1996).

9- La existencia de proteinas que se unen a los estimulos odorantes se dedujo del
hecho de que el epitelio olfatorio se encuentra banado eﬁ un mucus acuoso y que de
alguna manera deberia contener moléculas que transporten las moléculas hidrofobicas a
un medio hidrofilico. Ast, se llegd a purificar la primera proteina que liga moléculas
odorantes (odor binding protein) (OBP) (Pelosi ef al, 1982) Se ha podido tener una idea
de la funcidon de estas proteinas a partir de la secuencia de sus aminoacidos,
determinada por clonado molecular. Asi pudo saberse que la OBP es un miembro de una
pequena familia de proteinas que actiian como transportadores proteicos de pequenas

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

10- La administracion de medicamentos por via nasal presenta ventajas sobre la
administracién oral o intravenosa. La absorcion sistémica via cavidad nasal parece ser
un mecanismo mejor que el metabolismo que se encuentra en la administracion de
drogas por otras vias, las cuales pasan por la circulacidn portal del intestino al higado.
Ademas, la administracion nasal presenta ventajas para los pacientes ya que se evitan los
efectos secundarios que pueden generarse al administrar los medicamentos por via oral
o intravenosa (Lewis y Dahl, 1995). La administracion intranasal de drogas especificas
para el SNC -cefalexina y sulfonamida- sugiere que el mecanismo de entrada seria el

mismo por el cual los agentes toxicos entran al cerebro (Sakane ef al,, 1991ay 1991b).
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11- La MO despliega una importante interaccién con distintas partes del
organismo ademas de hacerlo con el medio ambiente. En efecto, la misma es alcanzada
desde distintas fuentes. En primer lugar interactia 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 liquido cefalorraquideo (LCR) llega al sistema linfitico cervical superior. Las
prolongaciones del espacio subaracnoideo que rodean a los axones olfatorios contienen
LCR (Bradbury, 1984). La funcion del flujo del LCR a través de la placa cribiforme es
desconocido, pero podria estar relacionada con el sentido del olfato (Bradbury, 1984).

Bajo ciertas condiciones los estimulos olfatorios pueden ser provocados por
estimulos odorantes que llegan a través de la sangre . Este fendmeno denominado
olfacion intravascular u olfacion hematogénica fue detectado por primera vez en
humanos y se utilizd para’ testear la funcion olfatoria (Maruniak ef al, 1983). Se ha
comprobado -por medio de registros electrofisidlogicos- que los estimulos odorantes
pueden estimular o modificar la respuesta de los receptores olfatorios (Maruniak ef al,
1983).

Ademas de las influencias anteriormente mencionadas, la cavidad nasal recibe la
secrecion de las glandulas perioculares: lacrimal y glandula de Harder, especialmente a

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

12- La anosmia temprana inducida por denervacion olfatoria periférica o por
bulbectomia conduce a una tasa de mortalidad mas alta en individuos tratados que en
individuos controles y un decrecimiento en el crecimiento corporal (Shafa ef al, 1976;
Singh y Nathaniel, 1977). Por otro lado, también se comprob6 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 algun tipo de olfacion en el
neonato, lo cual implica que en esa etapa del desarrollo el sistema olfatorio posee un
minimo requerimiento estructural para sostener una funcion basica y vital. La existencia
de la olfacion en etapas tempranas provee de ciertas pistas olfatorias necesarias para el

cuidado y la alimentacion del neonato (Shafa ef al, 1980).
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Como corolario consideramos oportuno citar un texto de P. Graziadei (1974) en

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

"Es bien establecido el hecho que en todos los vertebrados la mucosa olfatoria
muestra bdsicamente un arreglo similar de células receptoras, células de sostén y
basales, el estudio comparativo podria parecer a primera vista como no esencial para la
comprension de la funcion del organo. Esto se deba posiblemente a que no se han
llevado a cabo estudios sistemadticos en diferentes clases de vertebrados. Sin embargo,
informacion bdsica se podria obtener de tales investigaciones. Si se postula que ¢l
mecanismo olfatorio para la transduccion de olores es bdsicamente similar en fodos los
verfebrados, por lo tanto solamente aquellas estructuras que son comunes a todas las
especies necesariamente deben ser consideradas como 'esenciales” con respecto a la
funcion olfatoria. Reciprocamente, peculiaridades especificas podrian podar nuestro
modelo bdsico, mientras que los caracteres comunes deberian ser enfatizados. Un
segundo proposifo podria ser encontrar cierfas especies en las cuales los arreglos
anatomicos sean mds favorables para estudios experimentales. La dificultad de registrar
una unica células es bien conocida por Ilos electrofisiologos, y una especie con grandes
receptores podria colaborar en estos estudios. Nuestro esfuerzo actual para ¢l estudio
comparativo de el organo olfatorio reside bdsicamente en el andlisis de los datos
obtenidos por diferente autores usando diferentes técnicas y proporcionando diferentes
ideas.....

Es dificil, debido a la carencia de muestras representativas de muchas especies
aseverar el valor de cambios diminutos indicados esporddicamente por observaciones
fortuitas. Es aceptable que cambios mayores en la organizacion de Ia mucosa olfatoria
podrian haber sido ocasionados como consecuencia de cambios ambientales. Ofros
cambios mads sutiles, tales como la presencia de microvellosidades en los recepfores o
diferencias en el arreglo del reticulo endoplasmaitico son mads dificiles de confirmar.
Debemos recordar, sin embargo, que aun falta un amplio andlisis de la mucosa olfatoria
en muchas especies de cada una de las clases de vertebrados. Es de estos estudios que se

podrdn obtener dafos comparativos significativos’.
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Los datos disponibles en la literatura sobre la mucosa olfatoria y la discusion de
algunos problemas atin sin resolver nos indican que el estudio de este 6rgano a pesar de
ser filogenéticamente primitivo, se halla asociado a estructuras y mecanismos complejos.
Esto queda demostrado en la extraordinaria capacidad de este ¢rgano de percibir y
discriminar olores a umbrales excesivamente bajos. La revision de la bibliografia parece
indicar la necesidad del estudio funcional de este 6rgano, del cual se consideran que la
mayoria de sus caracteres morfologicos son bien conocidos. Un fino estudio
comparativo, proporcionaria datos muy importantes para comprender al fenémeno
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.

La Tesis esta organizada del siguiente modo:

CAPITULO 1. Revision de las caracteristicas mas importantes de los armadillos

Chaetophractus villosusy Dasypus hybridus. Importancia en la investigacion biomédica.

CAPITULO I1. (Corresponde al objetivo 1) Adaptacion a las condiciones de cautiverio
del armadillo Dasypus hybridus.

CAPITULO lll.(Cori‘esponde al objetivo 2) Estudio estructural de la cavidad nasal de los
armadillo Chaetophractus villosus 'y Dasypus hybridus, con especial atencion a la

mucosa olfatoria.

CAPITULO 1V. (Corresponde al objetivo 3). Estudio neuroanatémico de Dasypus
hybridus.
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CAPITULO !

KRevision de las caracteristicas mas importantes
de los armadillos Chaetophractus villosus y
Dasypus hybridus. Importancia en la
investigacion biomédica.




EL MODELO EXPERIMENTAL

Los armadillos Dasypus hybridus (Demarest, 1864) y Chaetophractus villosus
(Demarest, 1804) son mamiferos pertenecientes a la subclase Eutheria, Orden
Xenarthra (idem Edentata), Familia Dasypodidae, Subfamilia Dasypodinae, Tribu
Euphractini (Storrs, 1971; Wetzel, 1985).

1.1. TAXONOMIA Y CARACTERIZACION DEL ORDEN XENARTHRA

El orden Xenarthra es un grupo Neotropical pequeno pero morfolégicamente
variado que consiste en 14 géneros y 30 especies (Wetzel, 1985). Sus representantes
vivientes -los armadillos, perezosos y osos hormigueros- son un pequeno grupo
remanente de un acervo fésil altamente variado.

Los xenartros retienen un nitmero de caracteres primitivos y carecen de
caracteristicas presentes en la mayoria de los mamiferos actuales. Esto ha llevado a
muchos autores a sugerir que los xenartros representan un grupo hermano paralelo
a los otros mamiferos placentarios (Mc. Kenna, 1975; Novacek ef al,, 1988). Asi, los
xenartros exhiben un amplio rango tanto morfolégico como ecolégico. 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 numero de
modificaciones esqueletales inusuales, que incluyen la fusion del isquio a las
vertebras caudales, la presencia de una espina escapular secundaria, la presencia de
osificaciones dérmicas y la reduccion y/o simplificaciéon de la denticidén
(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 articulacion 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 ultimos, a

diferencia de los vermilinguas, presentan: denticién, lengua sin forma de cilindro
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delgado, cola de largo variable sin pelos salvo cuando es extremadamente corta,
yugal de tamano normal, pterigoides separado sin formar parte del margen posterior
del paladar.

1.2. CARACTERIZACION DE LA FAMILIA DASYPODIDAE

Los miembros de la familia Dasypodidae son endémicos de la region
neotropical, a excepcion de Dasypus novemcinctus que invadié América del Norte
(Reig, 1981). Se extienden desde el sur de Estados Unidos hasta el estrecho de
Magallanes (Wetzel, 1982).

Los dasipddidos o armadillos presentan un caparazéon dérmico sobre el dorso
del cuerpo y la cabeza; miembros anteriores mas cortos que la cabeza mas el cuerpo;
cola conspicua y arco zigomatico completo (Wetzel, 1985).

Se caracterizan por poseer un caparazdn 6seo cubierto por escamas dérmicas.
El caparazéon esta generalmente dividido en cuatro regiones: escudo cefalico,
escapular, dorsal y pélvico. Estos escudos estan compuestos por anillos o bandas
transversas, algunas de ellas moviles. El numero de bandas, forma, tamano y
escultura de las placas es caracteristico de cada especie (Estecondo, 1995). La parte
ventral del cuerpo y la superficie de los miembros estan cubiertas por una piel suave
y cubierta de pelos (Walker, 1968).

La nariz puede ser corta o larga dependiendo de la especie, y poseen ademas
una lengua larga y protrusible. Los miembros 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 macrosmaticos, con el sentido del olfato muy desarrollado
(Estecondo, 1995). Segun Clark (1951), Dasypus novemcinctus 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 mamiferos y a
soluciones de quinina rechazadas por otros (Casanave, 1989).

Son animales terricolas, grandes cavadores, de habitos territoriales y vida
solitaria, excepto durante la época de apareamiento (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 "taties" (Casanave, 1989).

El interés cientifico en la familia podria deberse a las caracteristicas unicas
que presentan en su anatomia y fisiologia y ademas, por su posicion biogeografica y
su antigiledad (Wetzel, 1985). Por lo tanto, considerando los aspectos
anatomofisioldgicos de los Dasypodidos, han sido considerado de enorme
importancia en investigacion biologica y médica como modelos para diversas clases

de investigaciones.

1.3. CARACTERIZACION BIOLOGICA DE LA ESPECIE DASYPUS HYBRIDUS

El armadillo Dasypus hybridus, armadillo de siete bandas, es nativo de la
Republica Argentina. Se lo conoce vulgarmente como "tati" o "mulitas", debido al
parecido que tiene con una pequena 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 caparazén que los cubre totalmente y se halla
dividido en cuatro segmentos. Como se ha mencionado anteriormente poseen siete
placas moviles unidas unas a otras por pliegues cutaneos desprovistos de escamas.
Carecen de pelos en la parte superior y es muy escaso en la region ventral (Walker,
1968). El cuerpo de estos armadillos es ancho pero deprimido lateralmente. Los

miembros anteriores presentan cuatro dedos, siendo el del medio el mas largo,
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mientras que los miembros posteriores presentan cinco dedos (Walker, 1968).
Presentan, ademas, denticion difiodonte (Casanave, 1989).

Las hembras, a diferencia de otras especies de dasipddidos, presentan mamas
abdominales (Casanave, 1989). Las caracteristicas reproductivas mas importantes
estan representadas por la posibilidad de presentar poliembrionia e implantacion
retardada (Fernandez, 1913, Storrs, 1971) (Ver mas adelante).

Poseen habitos nocturnos, aunque también salen de sus nidos durante el dia
para alimentarse, tomar sol y banarse. En condiciones naturales se alimentan
exclusivamente de pequenos artropodos, especialmente hormigas (Walker, 1968).
Son cavadores muy activos. Emiten sonidos cuando son molestados. Su carne se

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

1.3.1. ARMADILLO DASYPUS HYBRIDUS COMO MODELO DE
INVESTIGACION BIOLOGICA Y MEDICA.

A la luz de sus caracteristicas tanto anatémicas como fisiologicas y
considerando especialmente su peculiar tipo de reproduccion 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 caracteristicas anatomo fisiologicas de un
organismo.

i) El papel sobre dicho aporte genético de influencias ambientales, como ser
alteracion del ritmo luz-oscuridad, temperatura, diversas clases de estimulos
sensoriales, etc.

ii) La influencia sobre el acervo genético de diferentes procedimientos
experimentales, como ser administracion de drogas, toxicos, intervenciones
quirurgicas, ablaciones, etc.

Pasaremos a detallar las caracteristicas mas importantes que lo proponen

como un excelente modelo para la investigacion bioldgica y médica



1) Poliembrionia

En el género Dasypus se presenta el fendémeno de poliembrionia
monocigadtica, unico en los vertebrados.

El descubrimiento de la poliembrionia fue realizado por Miguel Ferniandez en
1915 en una monografia escrita en aleman titulada "Die Entwicklung der Mulita".

En las primeras etapas del desarrollo se observa que, a diferencia de lo que
ocurre en la mayoria de los mamiferos , existe una inversion de las hojuelas
blastodérmicas, es decir, que el endoblasto recubre al ectoblasto.

Suspendida la vesicula de la mucosa uterina por el trofoblasto se forma
dentro del mismo una cavidad: la cavidad trofoblastica. En la camara ectodérmica
(Fig. 1.2), que se halla completamente cerrada, se inician una serie de notables
sucesos: se adelgaza la pared ectoblastica proximal y distal en tanto se diferencia
una zona anular de largas células cilindricas. Posteriormente, y esto exclusivamente
en la mulita, esa vesicula hasta ahora unica e indivisa, por proliferacion de las
células ectoblasticas constituira tantos sacos ciegos como embriones se diferencien,
estoesde 7a 12.

Los sacos ciegos crecen hasta formar largos tubos en forma de dedos de
guante, que parten de la vesicula amnidtica primaria (Fig. 1.3), la que pasara ahora
a ser cavidad amnidtica comun, para distinguirla de las cavidades individualizadas
en las digitaciones, que comunicaran naturalmente con aquella.

Cada uno de los embriones se desarrollara individualmente, pero todos
estaran dentro de un gran saco vitelino comin que encerrara la totalidad de los
embriones en formacion.

El ectodermo formara la placa medular embrionaria en que se estructurara la
linea primitiva. Asi, puede establecerse la orientacion del embrién con la region
cefalica hacia la cavidad amnidtica comun y la caudal hacia la trofoblastica.

Diferenciada cada vesicula embrionaria hacia la region caudal de cada uno
de los embriones, comenzara a proliferar el mesodermo, que constituira el pediculo
en contacto con el trofoblasto. A él llega el amnios que recubre a cada embrién
formando una prolongacion caudal tubuliforme que constituye, junto con el

mesodermo, el "pediculo de adhesion" (formacion solo conocida en el hombre y en el

mono). Aparece en este momento el alantoides. Asi, se va bosquejando un embridn
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con particularidades comunes a todos los mamiferos. Los canales ammniéticos 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
reduccion de la cavidad amniédtica comun (Fig. 1.4). La evolucion de cada embrién
es la misma que para las formas de monoembrionia, con la particularidad de
provenir todos los embriones de un tnico huevo fecundado. (Biraben, 1951). Esta
caracteristica, especial en la produccion de gemelos (Figs. 1.5a y 1.5b), es de gran
importancia para los trabajos sobre histocompatibilidad, inmunidad, trasplantes,
herencia, biologia del desarrollo.

2) Presentan médula dsea 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 ef 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 serviria como reservorio de
Mpycobacterium leprae (que crece y se multiplica mejor a bajas temperaturas)
(Storrs, 1971a; Storrs 1971b; Job ef al,, 1988; West ef al, 1988, Liu ef al,, 1989; Job
et al, 1989; Barret y Naiff, 1990; Job ef al, 1990; Barr ef al, 1991; Truman ef al,
1991; Dhople, 1991, Dhople ef al., 1992, Job et al.,, 1992; Rodde ef al., 1992).

5) Son reservorios de Trypanosoma cruzi (Barr et al,, 1991).

6) Son susceptibles a la inoculacién de microorganismos productores de diversas
enfermedades humanas (fiebre ondulante, tifus exatemadtico, triquinosis, tifus
murino y esquistos’omiasis) (Malgalhaes y Rocha, 1944, Storrs, 1971a).

7) Los embriones de las hembras prefiadas son susceptibles a la teratogénesis por la
accion de la talidomida (Storrs, 1971b).

8) La ovulacion puede ser detectada mediante la presencia de 10 ng/ml o mas de
progesterona en el plasma. Esta cantidad de progesterona es comparable a la hallada
en humanos durante la fase luteinica.

Los niveles de progesterona disminuyen después del parto (Peppler y Stone, 1976;
Peppler y Stone, 1980).

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

decir, el huevo que se divide para la formacion 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 embrionica (dormiciéon) durante 2-4 meses. Ademds estudios con
experiencias estresantes, durante el periodo en el cual el blastocito adormecido se
implanta en el utero, han demostrado prolongar el periodo usual de 2-4 meses de
diapausa embridnica a uno o dos anos. Esta estrategia no ha sido reportada
previamente dentro de los mamiferos.(Enders, 1981; Storrs ef al, 1989, Storrs,
1989).

La diovulaciéon de los armadillos es rara, sin embargo, es posible que dos huevos
fertilizados sean producidos por cada hembra durante un mismo ano, y que uno sea
almacenado durante aproximadamente 15 meses y el otro se desarrolle
normalmente.

Alternativamente, el huevo podria haber sido producido en:anos sucesivos, y
que los tiltimos sean fertilizados por el esperma que permanece viable en los tractos
reproductivos de las hembras. Asi, la activacion tardia del embridon combinada con
la diovulacién o la fertilizacion tardia provee hipétesis de trabajo que pueden ser
utilizadas en el diseno de estudios sobre el almacenamiento in vivo de embriones y
gametas. (Storrs ef al., 1988).

10) Debido al tipo de desarrollo de estos animales, que normalmente involucra la
produccién de individuos homocigotas, son aptos para el estudio de factores,
distintos del pool genético, que intervengan en el proceso de diferenciacion. Esto se
basa en que animales con complementos genéticos idénticos podrian tener drganos
que difieran en tamano, cantidad de hormonas, etc., debido a diferencias en el
contenido citoplasmatico (Storrs, 1971a).

11) Son importantes en estudios de trasplantes debido a que en cada implantacién se
producen cuatro individuos derivados de un unico zigoto (Anderson y Benirschke,
1962).

12) En los estudios histoldgicos realizados sobre el sistema inmune de los Dasypus
novemcinctus, se observé que sus organos linfoideos son semejantes a los de otros
mamiferos. Sin embargo, Cuba Caparo (1976) observo la existencia de un pigmento
pardo amarillento en los macrofagos de los noédulos linfaticos. Chaetophractus

villosus también posee dicha caracteristica.
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13) Durante la vida fetal sus glandulas adrenales son de gran tamano (Moserag,
1962); sin embargo, no serian un modelo apropiado para el estudio de la unidad
feto-placentaria humana, ya que sus mecanismos enddcrinos son aparentemente
simples. Pero podrian ser un excelente modelo para el estudio de los factores troficos
hipofisisarios del feto, los cuales a su vez controlan la produccion de los esteroides
adrenales, tales como los gonadales en el transcurso de la gestacién (Nakakura ef al,,
1985).

14) Poseen una tasa metabolica baja (Burchfield ef al, 1976).

15) En estudios varios se ha observado que luego de estimulos eléctricos presentan
una recuperacion espontanea de la fibrilacion ventricular. En diversos experimentos
se vieron 304 fibrilaciones en un total de 23 armadillos (Dasypus novemcinctus).
Luego de cada episodio, el corazon se recuperd espontineamente sin la necesidad de
masajes cardiacos o respiracion artificial. (Szabuniewicz, 1970).

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

17) Se describié la presencia de rabia adquirida naturalmente en un ejemplar de
Dasypus nocemcinctus.

18) Son utilizados para estudios de las diferentes fases del sueno a distintas
temperaturas, aprovechando su caracter de animales homeotermos imperfectos (Van
Twyver y Allison, 1974).

19) Poseen gran habilidad para recuperarse de una deuda de oxigeno después de la
anoxia (Scholander ef al,, 1943).

Cabe aclarar la dificultad que tienen los investigadores en el mantenimiento y
reproduccion de algunas especies del género de los Dasypus, ya que se han
encontrado diversos problemas sanitarios relacionados con el proceso de adaptacion.
Sin embargo, actualmente se han desarrollado sistemas de jaulas, que minimizan la
ocurrencias de heridas que pudiesen ocurrir en jaulas metalicas (Gilbert y
Giacometti, 1972; Burchfield ef al,1976), asi como también sistemas de

semicautividad (ver Capitulo II).
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FIGURA 1. 2. Corte longitudiinal de una vesicula
embrionaria muy jéven. di.tr. diplotrofoblasto,
ect: ectodermo, end: endodermo, exc:exoceloma,
mes: mesodermo, muc. ut.: mucosa uterina, s.v.:
saco vitelino, tr. cav.: cavidad trofodermal.
(Extraido de Birabén, 1951).

FIGURA 1.3. Corte esquematico de una vesicula
embrionaria en un estadio mas avanzado. c. am.:
cavidad ammidtica comun. cn.am.: canal ammidtico,
exc.: exoceloma, pr.st.: linea primitiva,tr. cav..:
cavidad trofodermal, tr. pl.: placa trofodermal.
(Extraido de Birabén, 1951).
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FIGURA 1.4. Vesicula embrionaria extendida, lado interno (A=5x)
c.am.: cavidad ammidtica comun, cn. am.: canal ammidtico, h. st.: pediculo de adhesion,
s.v.: saco vitelino, tr.: trofoderma, v.v.: vasos vitelinos. (Extraido de Fernandez, 1913).

FIGURA 1.5a. Embriones de Dasypus hybridus. Obsérvese como se unen a la placenta a
través del cordon umbilical (Foto original).




FIGURA 1.5b. Detalle de un embrién de Dasypus hybridus (Foto original)..

FIGURA 1.6. Armadillo Chaetophractus villosus.
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CAPITULO Il

Adaptacion a las condiciones de cautiverio del
armadillo Dasypus hybridus. Tareas realizadas
referentes al alojamiento, alimentacion,
sanidad, reproduccion y manipulacion en
cautividad del armadillo Dasypus hybridus



INTRODUCCION

Pasamos a continuacion a dar una idea de las enormes dificultades vencidas para
poder disponer de un numero apreciable de animales de experimentacion mantenidos
en condiciones de semicautividad.

Muchos investigadores se han mostrado renuentes a utilizar la mulita D.
hybridus como animal no tradicional en la investigacion biolégica 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 adaptacion a las condiciones de bioterio, con un altisimo porcentaje de
mortalidad.

- enfermedades parasitarias.

- susceptibilidad a las infecciones.

- habitos cavadores inusuales, 1o cual dificulta su supervivencia en cautividad.

- dificultades reproductivas en condiciones de bioterio.

- necesidad de un espacio vital minimo suficientemente amplio, lo cual requiere
instalaciones especiales.

- dificultad para realizar ensayos de control cotidianos.

En el presente trabajo se detallaran las medidas necesarias, disenadas y probadas,

para la adecuada mantencion de estos animales en el bioterio.

MATERIALES Y METODOS

2.1- ORIGEN DE LOS ANIMALES

Los animales fueron obtenidos en diferentes campanas que se han realizado en
Tandil, Cachari y Bahia Blanca (Pcia. de Bs. As., Argentina).
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Las camparias se organizaron en los meses Septiembre, Diciembre y Febrero,

obteniéndose un mayor niimero de animales en Diciembre y Febrero.
El traslado de los animales se realizd en cajones de madera, especialmente

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

2.2- ALOJAMIENTO EN CAUTIVERIO

Sus caracteristicas anatdémicas inusuales y el particular disefio de sus cuevas,
requirié un cuidado particular a la hora de disenar el alojamiento.

Las jaulas estandares para otro tipo de animales no resultaron aptas debido a que
los animales se cortan la natiz, las patas y la cola con los barrotes, lo cual a veces origina
posibles infecciones que generalmente terminan con la muerte del animal. Ademas, los
diferentes ensayos con estas especies demuestran que requieren un espacio minimo
bastante grande para su normal desarrollo en cautiverio.

La bibliografia cita la experiencia realizada en colonias de Dasypus
novemcinctus. Burchfield ef al. (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 instalacion de
un desague, y ademas la adicion de un fardo de heno para que aniden. En cada jaula se
le agrega un cobertizo mas pequenio (4' x 2'x 1/2') y una caja con arena que sirva como
area de desecho para los animales (Talmage ef al., 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 mamposteria y alambre tejido y techo de este ultimo
material (Figs. 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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(Fig. 2.4). Estos cobertizos 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 estd equipada con una pileta llena de agua, donde los animales se
pueden banar y una bandeja con tierra que los animales usan para defecar y orinar (Fig.
2.2).
Los cubiles se barren una vez por semana y se baldean con lavandina cada 15
dias. La paja de los cobertizos se cambia cada 20 dias aproximadamente.

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

2.3- ALIMENTACION EN CAUTIVERIO

La alimentacidn de los armadillos silvestres consiste aproximadamente en un
75% de insectos, 15% de material animal y 10% de materiai vegetal (Walker, 1968). En
cautiverio se han probado numerosas dietas. Watson (1964) desarrollé una dieta a base
de carne cruda y leche. También se ha utilizado alimento para perros de uso comercial
(Anderson y Benirshke, 1971), asi como también comida para gatos y perros
suplementadas con vitaminas, minerales, huevos, higado y frutas (Storrs, 1971; Gilbert y
Giacometti, 1972). En el centro de cria 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 basicamente en: 500g de alimento para perros con un alto indice de proteinas
(26%), 250 ml de leche, agua, 150g 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 preparacion diaria del alimento se le agrega un suplemento de
vitaminas, aminoacidos y minerales

Los animales se alimentan con comida fresca todos los dias.
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2.4~ SANIDAD EN CAUTIVERIO

Estas especies son muy susceptibles al estrés 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. Ademas, estos animales
son muy propensos a cortaduras en el hocico, cola y patas, lo cual puede provocar
infecciones. S1 esto ocurre, utilizamos habitualmente antibidticos 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

ultimas.

2.5- REPRODUCCION EN CAUTIVERIO

La reproduccién es uno de los factores mas dificiles de manejar en especies
silvestres mantenidas en condiciones de cautivertio.

La deficiente calidad del alojamiento y la alimentaciéon se evidencian
inmediatamente en patologias reproductivas. Por la misma razon, la obtencién de
reproduccién en cautiverio es una contraprueba de la eficiencia de las medidas
nutricionales y ambientales implementadas.

En D. mexica;nus en Texas y Florida, la ovulacion ocurre en el verano, la
implantacion del blastocisto en otono y la paricion en Marzo y Abril (Galbreath, 1985).

En cuanto a D. hybridus hemos observado en las diferentes campanas hembras
preniadas en Septiembre y la presencia de crias en el campo entre Noviembre y
Diciembre.

Segun datos obtenidos en el campo, en Marzo comienza la temporada de
apareamiento y las parejas permanecen juntas hasta Octubre aproximadamente. En
nuestra colonia, hemos apareado parejas que consideramos las mejores adaptadas a la
vida en cautividad. En el Instituto de Neurociencia hemos obtenido cria durante dos

anos consecutivos.
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2.6- ADAPTACION DE LOS EJEMPLARES AL CAUTIVERIO

La evolucion de los especimenes traidos del campo se controlé principalmente
por observaciones dianas de cada uno de los individuos. Se los pesd 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 adaptaciéon a la vida en
cautiverio, es condiciéon primordial el colocar animales ya adaptados junto a los
nuevos ejemplares recién traidos del campo, para que éstos ultimos aprendan
fundamentalmente a alimentarse en las nuevas condiciones de vida.

Actualmente en nuestra colonia, fundada hace tres anos, contamos con 6 machos
adultos, 2 hembras adultas, 4 machos jovenes y 1 hembra joven, la mayoria de los cuales

llevan dos o tres anos de vida en cautiverio.



FIGURA 2.2. Vista interna de los cubiles
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FIGURA 2.4. Vista externa de los cobertizos




FIGURA 2.5. Vista interna de los cobertizos .
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RESULTADOS

La adaptacién de estos animales a las condiciones de cautividad se evalud
considerando observaciones diarias en cuanto a comportamiento, alimentacion y estado
de salud general de los animales. Se observé que los animales realizan sus actividades
diarias en forma absolutamente normal. Estas actividades consiste en alimentarse
correctamente, banarse, asolearse, etc. Lo expresado anteriormente indica una buena
adaptacion al cautiverio.

Ademas 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, I y IIl 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 adaptacion de los animales en
cuatro situaciones distintas:

a) Animales adultos recién capturados sufren una caida del peso que culminan
con la muerte del animal.

b) Animales adultos recién capturados sufren inicialmente una caida de peso de
la cual se reponen favorablemente. Esto indica una correcta adaptacion.

¢) Crias recién capturadas no registran caidas de peso como el caso de animales

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

cautiverio.
Tabla 2.1. Peso de D. hybridus (primera captura)
EJEMPLAR T o2 o3 o8
DIAS
1 570 1510 1710 1560
8 610 1520 1760 1610
26 840 1510 1810 1710
33 800 1640 1750 1700
48 1060 1710 1910 1895
67 1110 1810 1910 1910
81 1210 1910 1910 1910
98 1160 1960 1960 1910
118 1318 1960 1910 2010
155 1810 2010 1810 2040




TABLA 2.11. Peso de D. hybridus (segunda captura)

EJEMPLAR ?9 o 10 oll
DIAS
1 1810 1960 720
3 1710 1810 625
5 1550 1750 700
12 1510 2060 930
25 1710 2210 1110
47 1810 2210 1110
62 1960 2360 1310
85 2210 2260 1360
102 2510 2410 1610
130 2460 2410 1700
Tabla 2.111. Peso de D. hybridus (tercera captura)
EJEMPLAR | 016 | 919 | 012 | ¢13 | 014 | ¢23 | 24
DIAS
1 1140 | 1810 | 1610 | 890 930 | 2260 }| 1010
13 1310 | 1610 { 1810 | 1010 | 910 | 1960 | 1210
33 1410 | 1460 | 1810 | 1110 | 1010 | 2110 | 1310
70 1610 | 2410 | 2110 ] 1710 | 1610 | 2510 | 1810
96 1710 | 2410 | 2300 | 1810 | 1710 | 2500 | 1900
125 1700 | 2500 | 2410 | 1900 | 1690 | 2410 | 2100
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FIGURA 2.6. Curvas de pesos de los animales de la primera captura de D.hybridus.
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FIGURA 2.7. Curvas de pesos de los animales de la segunda captura de D.hybridus.
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DISCUSION

A partir de los resultados obtenidos en cuanto a la conservacion en cautiverio del
armadillo Dasypus hybridus, se podria concluir que las condiciones adoptadas por
nuestro bioterio son las adecuadas para la correcta mantencion de los animales. Esto se
evidencia por las curvas de peso indicativas de un aumento de peso en los animales mas
pequerios y una mantencion e incluso un aumento de peso en los animales adultos.
Ademas, a partir de la construccion de los cubiles hemos tenido porcentajes de
mortalidad minimos.

A partir de estos resultados y de las ventajas que representan los armadillos como
posibles modelos para la investigacion biomédica, se podria incluir a la especie D.
hybridus como animales de laboratorios no tradicionales para diversos estudios de

indole biomédica.
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INTRODUCCION

Comenzaremos esta parte de la Tesis haciendo una revision de los conocimientos
actuales sobre la estructura de la cavidad nasal con especial referencia en la mucosa

olfatona.

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 alimentacion y el cortejo (Dryer y Graziadei,
1994).

A pesar de su organizacion, aparentemente simple y de la presencia de un unico
tipo de célula sensorial, el epitelio olfatorio es capaz de realizar una fina discriminacion
sensorial. Los receptores olfatorios responden a sustancias estimulantes en muy bajas
concentraciones y ademas, son sensibles a un rango enorme de sustancias odoriferas.
Mediante estudios electrofisiologicos se ha sugerido que la discriminacion de los
diversos estimulos olfatorios dependen de la existencia de células olfatorias receptoras
que electrofisidlogicamente responden de diferentes formas y de la distribucion espacial
de los receptores (Farbman, 1992).

Las neuronas olfatorias son especialmente peculiares debido a que son las tnicas
neuronas sensoriales primarias cuyo cuerpo celular se halla en contacto con el medio
externo. En los invertebrados es comun hallar neuronas en contacto con el medio
externo, razén por la cual se considera al sistema olfatorio como la region
filogenéticamente mas 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 axén mas largo.

Por otro lado, las neuronas olfatorias son las tinicas neuronas de los mamiferos
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 amielinicos y forman paquetes envueltos por el
citoplasma de una unica célula de Schawnn (Fig. 3.1). Esta disposicion 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 inico nervio del sistema nervioso
periférico que mantiene una relacion embrionaria con las células que lo envuelven.

La informacion proveniente del epitelio olfatorio se diferencia de las demas
informaciones sensitivas y sensoriales por ser enviada directamente desde el bulbo
olfatorio hacia la corteza cerebral olfatoria sin hacer previamente un relevo en el
talamo. Sin embargo, parte de la corteza olfatoria, especialmente la corteza piriforme se
proyecta al tilamo y desde alli, la informacion olfatoria pasa al neocortex, donde
presumiblemente ocurra la percepcion consciente de los olores. (Farbman, 1992).

Los organos olfatorios representan mucho mas 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
guia (Dryer y Graziadei, 1994). Por ultimo, Dryer y Graziédei (1994) han sugerido que
existe una relacion directa entre los érganos 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 esta 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 PERIFERICO

La participacion del olfato en las diferentes conductas, particularmente en la
alimentacion y en la reproduccion, ha sido preservada en casi todos los vertebrados.

A excepcion de algunos vertebrados -aves, cetaceos y primates- que poseen un
sistema olfatorio reducido, la mayoria de los vertebrados tienen sistemas olfatorios muy
desarrollados. La importancia del sistema del sistema olfatorio puede demostrarse al
analizar la proporcion relativa del cerebro dedicado a él. En peces y anfibios, la region
olfatoria del cerebro ocupa aproximadamente un sexto del volumen total, y en algunos
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mamiferos (por ejemplo, zarigueya e insectivoros) 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 morfologia constante a través de todos los vertebrados. En todos
los vertebrados -excepto ceticeos- el bulbo y los demas centros olfatorios son
esencialmente similares en estructura, y forman la tnica parte del cerebro que no ha
sufrido cambio alguno. Esto ha sido tomado como evidencia de que el sentido del olfato
es primitivo estableciéndose muy temprano en la evolucion, y que el resto del encéfalo
evoluciono a partir del sistema olfatorio (Allison, 1953).

En los vertebrados no acuaticos el érgano olfatorio se incorpora al sistema
respiratorio. La cavidad nasal forma el extremo més anterior del sistema respiratorio.
Esta dividida en tres sectores: un vestibulo o region de entrada, una region respiratoria y
una region olfatoria. En contraposicion, los vertebrados acuaticos poseen Organos
olfatorios que usualmente no estan incorporados al sistema respiratorio. (Negus, 1958).

3.1.1- PECES

En los ciclostomos (lampreas y mixines) existe una unica abertura sobre la boca
que comunica con un par de érganos 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 6rganos olfatorios
se halla tapizada por epitelio olfatorio. Estos érganos son los representantes mas simples
de los drganos olfatorios pares presentes en los demas vertebrados (Allison, 1953;
Farbman, 1992). En los elasmobranquios (peces cartilaginosos: tiburones y rayas)
existen dos drganos olfatorios pares localizados en capsulas nasales cartilaginosas. Se
ubican en la parte ventral del hocico, completamente separados de 1a boca. Cada 6rgano
olfatorio presenta una abertura incurrente anterior (narina anterior) y una abertura
excurrente posterior (narina posterior) separadas por un pliegue nasal (Fig. 3.4). La
presion de flujo es obtenida por el movimiento hacia adelante del animal en el agua
(Farbman, 1992).
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En los peces dseos, la morfologia externa e interna del érgano olfatorio o roseta es
similar a la de los cartilaginosos, pero se localizan en el lado dorsal de la cabeza (Fig.
3.5). Cada drgano se ubica dentro de una cavidad con dos aberturas, una anterior y una
posterior. Sin embargo, existen algunas variaciones en los teledsteos: algunos érganos
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. El epitelio 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 Ambyostoma sp-
poseen las cavidades nasales divididas en una camara anterior -respiratoria- y una
posterior -olfatoria-. La mucosa de la camara 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 ngsal
desemboca en la faringe.

Los anfibios adultos que respiran aire, poseen los 6rganos respiratorios dentro de
las vias respiratorias. Los movimientos respiratorios permiten el paso del aire dentro de
la cavidad nasal pasando asi sobre la superficie de los 6rganos 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.
Los anfibios 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- REPTILES

La cavidad nasal de los reptiles también se halla dividida en dos compartimientos:
una camara respiratoria anterior y una camara posterior que posee mucosa olfatoria.

La estrategia 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 Oseas o cartilaginosas -turbinales- que se dirigen
hacia el septo nasal. (Figs. 3.9, 3.10). La superficie 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 (Farbman, 1992).

3.1.4- AVES

La cavidad nasal de las aves es larga y comprimida lateralmente. Posee tres
compartimientos: la cimara anterior o vestibulo, con epitelio estratificado; la camara
media con epitelio respiratorio y una camara pequena posterosuperior con epitelio
olfatorio (Allison, 1953; Grasse, 1955; Wenzel, 1987).

3.1.5- MAMIFEROS

En los mamiferos, la cavidad nasal es relativamente grande. Sus paredes laterales
poseen una compleja serie de extensiones turbinales. Ademas del vestibulo -un area
pequenia cerca de las narinas con epitelio estratificado- se pueden distinguir dos
compartimientos principales: la camara respiratoria situada entre las narinas y la coana,
y la camara posterior o superior con epitelio olfatorio (Fig. 3.4) (Allison, 1953; Lewis y

Dahl, 1995). En animales macrosmaticos, los maxiloturbinales que se proyectan en la
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camara respiratoria estin 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 cimara posterior olfatoria, los turbinales originados
del etmoides -etmoturbinales-, forman filas laterales y mediales referidas como
endoturbinales y ectoturbinales (Fig. 3.11). La mayoria de los turbinales del etmoides se
hallan cubiertos por mucosa olfatoria. Los nasoturbinales (una parte del sistema
nasoturbinal) estin bien desarrollados y se extienden a lo largo del techo de la cavidad
nasal en ambas camaras y solamente su mitad posterior posee epitelio olfatorio (Allison,
1953) (Fig. 3.4).

Por otro lado, en la mayoria de los primates, incluyendo el hombre (mamiferos
microsmaticos), los turbinales superiores y medios poseen arreglos mas sencillos -con
tres vueltas o conchas-, y solamente en el aspecto medial del turbinal superior,
encontramos epitelio olfatorio. (Figs. 3.4, 3.11) (Farbman, 1992).

3.2- ESTRUCTURA DE LA MUCOSA OLFATORIA

El 6rgano olfatorio periférico esta constituido por una mucosa que consiste en dos
partes fundamentales: un epitelio y una lamina propia de tejido conectivo, separadas por
una delgada membrana basal. Esta mucosa se mantiene himeda 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 basicamente similar en la mayoria de los
vertebrados. Desde su primera descripcion 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 organizacién celular del epitelio es del tipo pseudoestratificado, con los
nucleos 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, 1993a; Griepp y Robbins,
1986).

Células de sostén. Las células de sostén poseen un nucleo ovalado que generalmente se
encuentra alineado en una tinica hilera, formando la capa de nucleos mas superficial
del epitelio (Fig. 3.12). La region distal de estas células es de aspecto cilindrico y
presenta microvellosidades apicales. En cambio, la region proximal o tallo se presenta
como un delgado trozo de citoplasma ubicado entre las células sensoriales para terminar
finalmente en una expansion sobre la membrana basal. Esta expansion puede estar en
contacto con las glandulas de Bowman o con capilares del tejido conectivo subyacente
(Farbman, 1992). Debido a esto, se podria considerar que una de las funciones de las
células de sostén seria la de regular el pasaje de sustanciaé entre la superficie epitelial y
el conectivo subyacente (Rafols y Getchell, 1983). En mamiferos se cree que estas
células participarian en la regulacion de la composicién iénica del mucus y ademas,
intervendrian en funciones de detoxificacion, ya que en el reticulo endoplasmatico liso
se hallo la presencia de la enzima citocromo P-450 (Farbman, 1992). Algunos autores
consideran que dichas células poseen caracteristicas 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 region distal de las células argumenta la posible funcién
secretora de estas células (Reese, 1965). Por lo dicho anteriormente, existen evidencias
crecientes que indicarian que las células de sostén, lejos de ser una componente
insignificante en el epitelio olfatorio, constituirian mas bien un accesorio esencial para
la célula receptora, con complejas funciones secretoras y nutricias (Moulton y Breidler,
1967).

Células basales. Las células basales son mas o menos poliédricas. Descansan sobre la
membrana basal, y en algunos casos envuelven pequenos paquetes de axones (Fig.
3.12). Mediante estudios de microscopia electronica 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 ef al, 1985; Suzuki y Takeda, 1991; Farbman, 1992; Holbrook ef al, 1995).
Las células oscuras contienen ribosomas libres y tonofilamentos, presentando
inmunorreactividad a las citoqueratinas (Yamagishi, 1989; Holbrook ef al, 1995). Las
células claras son usualmente mas superficiales que las células oscuras y no son
inmunorreactivas a anticuerpos anti-citoqueratinas (Farbman, 1992; Holbrook ef al.,
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 ademas, estrecho
contacto con las células de Schwann (Moulton y Beidler, 1967; Holbrook ef al,, 1995).
Ademas, ayudan a mantener la integridad del epitelio olfatorio ya que participan en la
recuperacion luego de una injuria (Holbrook ef 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). Estas neuronas 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 axén
(Fig. 3.12). El centro del cuerpo celular esta ocupado por el nucleo, que generalmente es
de forma oval y contiene un nucléolo evidente y cromatina dispuesta en forma de
grumos (Rafols y Getchell, 1983). La dendrita finaliza en una expansion, denominada
vesicula olfatoria o "knob dendritico" que se extiende una distancia muy corta sobre la
superficie del epitelio. Esta expansion dendritica puede incluir cilias o
microvellosidades, y representa la parte de la célula directamente expuesta a los
estimulos olorosos en la cavidad nasal. Los axones se disponen formando pequenas
ramas o fasciculos. Estos emergen del epitelio y se unen con otros constituyendo los
filetes olfatorios, que se proyectaran al bulbo olfatorio (Moulton y Beidler, 1967,
Farbman, 1992).

En la porcion apical del epitelio, las células sensoriales estan aisladas unas de otras por
el citoplasma de las células de sostén, en otras palabras, la parte distal de las dendritas y
las vesicula olfatorias no se encuentran en contacto entre si. 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
direccion (Farbman, 1992).

3.2.2- ESTRUCTURA DE LA LAMINA PROPIA

La lamina propia puede tener de dos a tres veces el espesor del epitelio. Contiene
fibras colagenas, fibras elasticas, fibroblastos, macréfagos, mastocitos y leucocitos.
Presenta ademas vasos sanguineos de gran tamatio que permite un flujo importante de
sangre a la mucosa (Fig. 3.12). En la lamina propia también se encuentran glandulas
exocrinas (glandulas de Bowman) y terminaciones de los nervios olfatorios, trigémino y
terminal (Bojsen-Moller, 1975; Grunditz ef al., 1994).

Antes de describir las glandulas de Bowman es util mencionar la terminologia
utilizada en la citologia glandular. Los granulos secretorios serosos son osmiofilicos y
electron-densos. Presentan material, de tipo proteico, rodeado de membrana y su
secrecion generalmente se halla asociada con una delgada capa acuosa de mucus. Las
vesiculas secretorias del tipo mucoso presentan material glicosilado claro a los
electrones, rodeado de membrana. La secrecion generalmente se asocia con una gruesa
capa de mucus viscoso (Sakai, 1989; Getchell y Getchell, 1992). En general, las
glandulas de Bowman de anfibios, reptiles y aves se describen como serosas; las de
mamiferos no primates presentan componentes serosos y mucosos, mientras que las
glandulas del hombre parecen ser exclusivamente serosas (Frisch, 1967; Shapiro, 1970;
Kratzing, 1984a; Kratzing, 1984b; Getchell ef al, 1984; Morrison y Moran, 1995). La
secrecion se produce en el adendmero y es conducida a través del epitelio por medio de
los ductos hasta la superficie luminal del mismo.

La mayoria de los vertebrados terrestres poseen la superficie del epitelio olfatorio
continuamente cubierta por secreciones acuosas derivadas de las glindulas de
Bowman, a pesar de que estas glandulas estan ausentes en los peces, se considera que

juegan un rol unico y esencial en la olfacion. Se asume que la capa mucosa puede actuar
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a modo de barrera para la libre difusion de moléculas con hidrosolubilidad limitada
(Moulton y Beidler, 1967).

Hasta aqui 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 LA MUCOSA OLFATORIA EN PECES

El epitelio olfatorio de la mayoria de los teledsteos, a nivel de microscopia Optica,
presenta aparentemente los tres tipos de células caracteristicos: 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 microscopia electronica y de barrido, el epitelio olfatorio presenta

cinco clases de células: neuronas sensoriales ciliadas, que presentan el caracteristico
abultamiento apical (vesicula 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 ef al,, 1995).
1- Neuronas sensoriales: en algunas especies de teledsteos se ha encontrado otro tipo de
neuronas sensoriales, que poseen un unico proceso con forma de varilla (Bannister,
1965; Singh ef al,, 1995), pero aun no se ha establecido si es 0 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 ef al, 1987, Takamai ef al,
1994). Las neuronas tipo I son similares las descriptas para otros peces, con nucleo
redondeado, nucléolo prominente, las dendritas presentan los tipicos abultamientos
apicales. En cambio las neuronas tipo Il poseen abultamientos dendriticos mas grandes
provistos de microvellosidades mas cortas y gruesas que las halladas en el tipo [ y un
complejo de Golgi mas desarrollado acompafiado por un conspicuo sistema de reticulo

endoplasmatico rugoso del tipo lamelar (Takami ef al, 1994).
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2- Células de sostén: en los teledsteos presentan numerosas vesiculas 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
granulos secretorios en su superficie (Takami ef al,, 1994)

3- Células caliciformes: las células caliciformes poseen un nucleo de forma irregular y
un citoplasma con vesiculas secretorias grandes y numerosas (Byrd y Brunjes, 1995). La
superficie apical presenta microvellosidades o agrupamientos de cilias cortas, esta
superficie varia segun el estadio del ciclo secretor (Getchell y Getchell, 1992).

Otro tipo de glandula unicelular ha sido descripta en el epitelio olfatorio del pez
dorado (Breipohl ef al,, 1973). La superficie apical de estas células forma una protrusion
similar a un globo en la superficie del epitelio. Estas células presentarian escasa
actividad secretoria (Breipohl ef al,, 1973).

La lamina propia carece de las glandulas de Bowman, tipicas en los demais
vertebrados. Los axones de las neuronas sensoriales, presentes debajo de la lamina basal,

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

roseta. Estos paquetes emergen de la roseta y forman el nervio olfatorio.

3.2.4- ESTRUCTURA DE LA MUCOSA OLFATORIA EN ANFIBIOS Y REPTILES

Como caracteristica general se observo los tres tipos de células mencionadas
anteriormente y una limina propia con glandulas de Bowman.

En la salamandra adulta (Ambystoma tigrinum) se ha observado que la mucosa
olfatoria ventral presenta mayor espesor que la mucosa olfatoria dorsal. Las diferencias
estan dadas por las capas de células sensoriales y ademas por un mayor desarrollo de la
lamina propia. El epitelio olfatorio consiste de células sensoriales; células de sostén, con
el niicleo ubicado en la region apical del epitelio y células basales con citoplasma claro
(Graziadei y Monti Graziadei, 1976; Getchell ef al,, 1984).

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

ntcleo se ubica en posicion central (Rafols y Getchell, 1983).
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Las células de sostén poseen dos tipos morfologicos diferentes, tipo I y tipo II. Las
células tipo I presenta forma cilindrica y en su base el cuerpo celular se constrine
formando un largo eje. Las células tipo Il son mas delgadas y de contorno mas irregular
que las tipo I, ademas el eje basal es mas corto y tortuoso y no presenta limites definidos
(Rafols y Getchell, 1983).

Los ductos de las glandulas de Bowman y la parte apical del cuello del acino
generalmente se hallan dentro del epitelio. La superficie del epitelio esta compuesta por
las vesiculas olfatorias de las dendritas y expansiones apicales de las células de sostén.
No se observan granulos secretorios en las células de sostén de la salamandra adulta
(Getchell ef al, 1984).

La lamina propia incluye: glandulas de Bowman, nervios olfatorios amielinicos,
células de tejido conectivo -fibroblastos y mastocitos, células pigmentarias- y en la capa
mas profunda de la lamina propia, manojos de fibras nerviosas mielinicas. Los axones se
hallan asociados a células de Schwann para formar los fasciculos olfatorios (Rafols y
Getchell, 1983).

Las células acinares de las glandulas de Bowman son del tipo serosos, poseen un
nucleo basal y granulos secretorios basofilos apicales. El lumen del acino es pequefio y
ocasionalmente se observan vacuolizaciones apicales. Los ductos de las glandulas poseen
nucleos aplanados y elongados (Getchell ef al,, 1984). La secrecion de las glandulas de
Bowman responden directamente a una estimulacién del tipo adrenérgico, ya que los
acinos reciben inervacion proveniente de neuronas simpéticas (Zielinski ef a/,, 1989).

La mucosa olfatoria del ajolote Ambystoma sp esta compuesta por un epitelio
pseudoestratificado con los tres tipos celulares tipicos y una lamina propia con
glandulas de Bowman. Las células sensoriales poseen procesos dendriticos 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. El citoplasma apical de estas células contiene grandes granulos secretorios
electrén densos, mitocondrias y filamentos desorganizados. Las células del epitelio
olfatorio se unen en la regiéon apical mediante uniones estrechas y desmosomas
(Graziadei y Monti Graziadei, 1976; Eisthen ef al., 1994).

La estructura del epitelio sensorial de la lagartiia Cymops pyrrhogaster es

pseudoestratificado con los tres tipos de células. Las células de sostén se caracterizan por
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un nucleo elongado, granulos secretorios apicales, microvellosidades y protusiones
citoplasmaticas. Las células 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 limina propia presenta
axones amielinicos y algunos mielinicos, glandulas de Bowman con granulos
prominentes y abundante reticulo endoplasmatico liso (Jones ef al,, 1994).

Histoquimicamente, las células de sostén presentan glicoconjugados sulfatados,
mientras que en glandulas de Bowman se detectaron unicamente del tipo neutros. Estos
resultados fueron demostrados en salamandras, ranas y lagartijas (Getchell y Getchell,
1977, Getchell ef al, 1984; Ferri y Liquori, 1989). Las células ductales del epitelio
olfatorio de la rana toro poseen caracteristicas ultraestructurales muy similares a las
células acinares, presentando ademas evidencia de secrecidn merocrina (Getchell y
Getchell, 1992).

3.2.5- ESTRUCTURA DE LA MUCOSA OLFATORIA EN MAMIFEROS

a) MICROSCOPIA FOTONICA.

El epitelio olfatorio de los mamiferos conserva la estructura clasica cuando se lo
estudia con microscopia Optica. Se observan los tres tipos de células caracteristicos:
sensoriales receptoras, de sostén y basales, todas ellas descansan sobre una delgada
membrana basal. Subyacente al epitelio se halla la ldimina propia que presenta células
de tejido conectivo, glandulas de Bowman con sus ductos y fasciculo de los nervios
olfatorios (Graziadei, 1966; Frisch, 1967, Kratzing, 1969; Shantha y Nakajima, 1970;
Graziadei y Monti Graziadei, 1979).

b) HISTOQUIMICA

Las células de sostén presentan en su citoplasma apical glicoconjugados neutros

(Shantha y Nakajima, 1970) y en otros casos se los halla asociados con 4cidos (Cuschieri
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y Banniester, 1974). Ademas, se ha demostrado la presencia de compuestos lipidicos en
la misma localizacion (Shantha y Nakajima, 1970; Cuschieri y Banniester, 1974).

La secrecion de las glandulas de Bowman ha sido caracterizada en algunas pocas
especies de mamiferos. Se ha detectado la presencia de glicoconjugados acidos (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 Rhesusy en el conejo se reportd la presencia
de glicoconjugados neutros, pero no se realizaron estudios para la deteccion de
glicoconjugados acidos (Zinnin, 1964; Shantha y Nakajima, 1970). En el ratén se ha
detectado la presencia de glicoconjugados acidos carboxilados y sulfatados (Cuschieri y
Banniester, 1974). También se ha revelado, utilizando lectinas, la existencia de
glicoproteinas que contienen acetilgalactosamina sobre la superficie epitelial,
especialmente cuando el epitelio olfatorio se halla en proceso de formacion
(Franceschini et al,, 1994).

En general en los mamiferos no primates con glandulas de Bowman de tipo
mucosas predominan los glicoconjugados acidos, que incluyen a aquellos con residuos
de acido sialico y sulfatados (Getchell y Getchell, 1992). En humanos, con la utilizacién
de técnicas histoquimicas y mediante el uso de lectinas se ha podido demostrar que en
los acinos serosos de las glandulas de Bowman predominan los glicoconjugados,
incluyendo sulfomucinas (Menco, 1992a; Getchell y Getchell, 1992; Pestean ef al,
1995).

¢) MICROSCOPIA ELECTRONICA

Células Sensonales

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 Monh
Graziadei, 1979). Sus pericaria se hallan en contacto unos con otros (Frisch, 1967). Los
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nucleos son generalmente ovales y se caracterizan por poseer un carioplasma denso en
el cual se puede observar uno o mas nucléolos (Kratzing, 1969). El citoplasma es
bastante escaso, pero en la region supranuclear se puede observar un gran aparato de
Golgi y reticulo endoplasmatico liso (Graziadei, 1966; Frisch, 1967; Loo, 1977). En el
marsupial /soodon macrourus la densidad citoplasmatica varia de clara a oscura. Las
células claras poseen un gran aparato de Golgi, cantidades limitadas de reticulo rugoso y
pocas mitocondrias. En cambio, las células oscuras poseen abundante cantidad de
reticulo rugoso, numerosas mitocondrias y cuerpos oscuros que probablemente
corresponderian a lisosomas (Kratzing, 1978). La porcion dendritica se extiende desde
el cuerpo celular hasta la superficie luminal del epitelio. Esta dendrita en su extremo
apical se constrifie formando un cuello a partir del cual comenzard a aumentar
nuevamente su didmetro originando una estructura globosa -vesicula olfatoria o knob
dendritico- con proyecciones hacia la superficie del epitelio. Estos procesos olfatorios
presentan cilias, que varian en largo y numero en las distintas especies (Frisch, 1967,
De Lorenzo, 1957, Okano ef al, 1967; Loo. 1977, Kratzing, 1978; Chuah y Zheng,
1992). En el citoplasma de la vesicula olfatoria se encuentran cuerpos basales ciliares,
neurotubulos, mitocondrias y algunas pocas vesiculas (Graziadei, 1965; Graziadei,
1966; Frisch, 1967; Kratzing, 1969; Loo, 1977). En algunos primates, debajo de la
vesicula olfatoria existen complejos de unién entre las membranas celulares laterales de
las células sensoriales y las células de sostén adyacentes (Loo, 1977). En el perro los
corpusculos 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 manojos de finos filamentos que
presentan apariencia estriada (Okano ef 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 ef al,, 1985; Holbrook ef al., 1995).

En la musarana, 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 vesiculas 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 mamiferos estas células
aparentemente no cumplirian funciones secretorias. Poseen un nucleo de mayor tamatrio
y un nucléolo mas pequenio comparado con el de las células sensoriales (Loo, 1977).
Estas células pueden tener cilias (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 porcion
apical del citoplasma se observa gran cantidad de mitocondrias, cuyas formas varian de
redondeadas a ovoides, como ast también reticulo endoplasmatico liso y rugoso (De
Lorenzo, 1957; Kratzing, 1978). No se han observado vesiculas de secrecion en dicha
porcion celular (De Lorenzo, 1967, Kratzing, 1969), excepto en el ratdn, en el cual se
ha detectado la presencia de algunos granulos secretorios (Frisch, 1967). El citoplasma
basal contiene membranas de reticulo endoplasmatico liso, las cuales se asocian con
granulos de glucogeno (Frisch, 1967). Las células de sostén presentan ademas 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 1a 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 mesoaxon
formado por las células de Schwann alrededor de los axones (De Lorenzo, 1957). Esta
relacion entre la célula receptora y la célula de sostén podria reflejar un parecido
funcional entre las células de sostén y la glia, en cuanto al aislamiento de las células
sensoriales y la posible regulacion de la composicion idnica extracelular que rodea a las
mismas (Menco, 1992b; Getchell y Getchell, 1992).

Las expansiones basilares de las células de sostén muestran frecuentemente
interdigitaciones con la membrana basal y se conectan a ella por medio de
hemidesmososmas (Getchell y Getchell, 1992).
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Células Basales

Las células basales, en contacto con la membrana basal, forman un estrato basal
irregular e interrumpido en el epitelio olfatorio. El citoplasma presenta finas
prolongaciones y contiene mitocondrias, reticulo endoplasmatico liso, granulos
citoplasmaticos y grandes granulos densos (De Lorenzo, 1957). Estas finas
prolongaciones citoplasmaticas se interdigitan con los axones rodeandolos (Graziadei,
1966; Kratzing, 1969; Kratzing, 1978; Holbrook ef al, 1995). Existen dos tipos
morfologicos de células basales: las células basales oscuras -horizontales- y las células
basales claras -globosas- (Vollrath ef a/, 1985; Suzuki y Takeda, 1991; Holbrook ef al,
1995). Las células 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 reticulo endoplasmaticos rugoso. Las células basales
claras poseen forma globosa, abundante cantidad . de ribosomas y reticulo
endoplasmatico liso, carecen de tonofilamentos y se hallan generalmente sobre las
células basales oscuras (Kratzing, 1978, Vollrath ef al,, 1985; Suzuki y Takeda, 1991,
Holbrook ef al., 1995).

La funcion estas células en la regeneracion del epitelio olfatorio es confusa.
Estudios en ratones sugeririan que las células basales globosas y no las células basales
oscuras serian las células madres de las células olfatorias (Suzuki y Takeda, 1991).
Basandose en la expresion de queratinas, los mismos autores han demostrado que las
células basales oscuras se diferencian en células de sostén mas que en células olfatorias
(Suzuki y Takeda, 1991). Ademas, también se ha demostrado que las células basales
claras se pueden diferenciar tanto en células sensoriales como en células basales oscuras
(Vollrath ef 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 regeneracion

del epitelio luego de una injuria (Holbrook ef al.,, 1995).
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Otros Tipos Celulares.

Adicionalmente a los tres tipos celulares descriptos anteriormente en la mucosa
olfatoria de los mamiferos, 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 nucleo
redondeado y de gran tamano. En la parte apical de la célula existe una constriccion 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 préceso citoplasmatico
-similar a un axén- hacia la membrana basal. El citoplasma de esta célula contiene
mitocondrias, reticulo endoplasmatico liso, un aparato de Golgi muy desarrollado, gran
cantidad de ribososmas libres y-escasa cantidad de reticulo endoplasmatico rugoso
(Moran ef al,, 1982). Un tipo celular muy similar a lo descripto anteriormente ha sido
descripto en ratas. Los autores consideran que se trataria de un tipo de célula de sostén
(Carr et al,, 1991).

En el marsupial Isoodon macrourus, Kratzing (1978) describid las células palidas
y las células en cepillo.

Las células palidas 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 vesiculas 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 continua con el
citoplasma apical. Como las células sensoriales, éstas poseen pericarion alargado, y
procesos proximales y distales. El nucleo es ovalado y grande, de manera tal que no es
posible diferenciarlo del de las células de sostén. El citoplasma posee escaso reticulo
rugoso, ribosomas libres, mitocondrias y un complejo de Golgi muy desarrollado. Poseen

complejos de unién con las células de sostén.
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En el perro también se ha descripto un cuarto tipo celular formando parte del
epitelio olfatorio. Esta célula presenta un citoplasma traslicido, con escasa sustancia
reticular y mitocondrias. En el borde apical presenta microvellosidades cortas y dispersas
(Okano et al, 1967).

3.3~ ESTRUCTURAS SUBEPITELIALES

a) Nervios Olfatorios

Los procesos proximales de las células olfatorias atraviesan la membrana basal,
disminuyen rapidamente su diametro al extenderse por entre el tejido glandular, y se
agregan para formar los filetes olfatorios. Estos paquetes de axones amielinicos son
rodeados por células de Schwann (Kratzing, 1969; Chuau y Zheng, 1992). A diferencia
de lo observado en otros axones amielinicos, las células de Schwann no envuelven
axones individuales sino que las prolongaciones de citoplasma rodean a grupos de
axones, o sea que la membrana plasmatica de la célula de Schwann forma un mesoaxén
para un grupo de fibras (Fig. 3.1)(De Lorenzo, 1957). Ademas, las células de Schwann
olfatorias carecen de membrana basal y presentan inmunorreactividad positiva a la
proteina glial fibrilar acida (GFAP), que es considerada un marcador de astrocitos
(Barber y Lindsay, 1982). Estas células 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) Glandulas de Bowman

En general, las glandulas de Bowman son glandulas exdcrinas tubulares simples,
que pueden ser ramificadas o no.(Frisch, 1967; Kratzing, 1969)

Las glandulas de Bowman del raton poseen dos tipos diferentes de células. Las
primeras poseen un citoplasma vesicular claro y el segundo posee un citoplasma

electron denso con numerosos granulos secretorios claros. Estas glandulas no presentan
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una estructura acinar discernible. Ambos tipos de células contribuyen a la formacion de
unidades secretorias y ambos tipos celulares comparten el lumen. La parte luminal de
ambos tipos de células presentan microvellosidades. Las células oscuras presentan,
ademas de los granulos secretorios, una enorme cantidad de reticulo endoplasmatico 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. El citoplasma perinuclear se caracteriza
por una elevada concentracion de reticulo endoplasmatico liso y rugoso (Kratzing,
1969).

El mecanismo celular de secreciéon de las glindulas de Bowman no ha sido
estudiado sistematicamente a nivel ultraestructural, aunque se ha descripto la presencia
de secrecién apocrina en las células mucosas del conejo y del hombre y secrecidén
merdcrina en la rana toro (Getchell y Getchell, 1992). Sin embargo, se requieren mas
estudios a nivel ultraestructural que permitan aclaran los mecanismos celulares de la
secrecion acinar.

Las células de los ductos de las glandulas 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 interposicion 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
mamiferos. Los marsupiales aparentemente poseen células ductales no secretoras
(Kratzing, 1978; Kratzing, 1984). La misma caracteristica poseen las células ductales de
perros, gatos, conejos, ratas y ratones (Seifert, 1971 en Getchell y Getchell, 1992). Por
otro lado, existe evidencia ultraestructural de la naturaleza secretora en las células
ductales del raton, perro y conejo (Getchell y Getchell, 1992). Aun no se ha reportado
descripciones de las células ductales de 1a mucosa olfatoria del hombre, pero existe una
evidencia preliminar realizada por estudios inmunohistoquimicos referida a la secrecién

del sistema inmune en la mucosa olfatoria humana (Mellert ef al, 1992).
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3.4- MUCUS OLFATORIO.

La superficie del epitelio olfatorio tanto de vertebrados acuaticos como de
vertebrados terrestres esta cubierto por una capa de mucus en el cual las moléculas
odorantes se disuelven antes de llegar al sitio de estimulacion olfatoria -las cilias de las
neuronas sensoriales-. Debido a la influencia del mucus en cuanto a la transduccion
sensorial, se ha tratado de determinar las células que lo originan y su composicion. Se
han identificado tres origenes diferentes en las distintas clases de vertebrados: 1- En
peces, las células de caliciformes; 2- En los demas vertebrados, las glandulas de
Bowman; 3- En los anfibios y en el raton, las células de sostén colaboran junto con las
glandulas de Bowman en la formacién del mucus (Frisch, 1967; Getchell y Getchell,
1977, Getchell ef al,, 1984).

Estudios ultraestructurales 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 linea 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 ultima zona posee material del tipo acuoso (Menco-y
Farbman, 1992). a- La zona externa estd compuesta por finos filamentos. Se comprobd
la existencia de una marcada similitud entre la zona externa y el material secretorio de
las glandulas de Bowman (Getchell y Getchell, 1992). b- La zona interna esta
compuesta por un material filamentoso de apariencia translicida. En especies en las
cuales las células de sostén tienen funcion secretora, esta zona se origina del contenido
de los granulos secretorios de las células de sostén que se liberan por exocitosis. En
especies en las cuales las células de sostén no tienen funcion secretora, la cantidad y
composicion del mucus podria 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 -anti Mab y anti olfactomedina- para examinar su
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distribucion en la superficie epitelial. Los autores 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 ademas han podido diferenciar varios

subdominios dentro de cada zona (Menco y Farbman, 1992).

3.5~ BIOQUIMICA DE LA MUCOSA OLFATORIA

La mayoria de los criterios para caracterizar la mucosa olfatoria se basaron en
caracteres de tipo morfologicos, pero recientemente se han realizado importantes
esfuerzos para tratar de .determinar similitudes y diferencias entre las neuronas
olfatorias sensoriales y otro tipo de neuronas.

Asi, el Dr. Margolis descubrié y caracterizd una proteina tnica de las neuronas
sensoriales del epitelio olfatorio. Esta proteina se conoce con el nombre del proteina
marcadora olfatoria (OMP), se sintetiza en los receptores nerviosos primarios y se
transportan a lo largo del axén hasta su terminacion en los glomérulos olfatorios
(Margolis, 1972; Farbman y Margolis, 1980; Monti Graziadei, 1983; Wensley ef 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 proteina (Graziadei ef al,, 1977).
Las funciones de la OMP aun permanecen desconocidas. Ademas se han descubierto
otras proteinas que.parecen ser exclusivas de las neuronas del epitelio olfatorio. La
mayoria de ellas son glicolipidos, aislados de membranas de las cilias olfatorias (Chen y
Lancet, 1984; Chen ¢f al, 1986). Estas proteinas podrian ser moléculas del tipo
receptoras (Chen y Lancet, 1984; Chen ef al., 1986; Lancet, 1986).

Un dipéptido, carnosina (8-alanil-L-histidina), ha sido hallado en abundancia en
las neuronas olfatorias de varias especies de vertebrados, asi como también en las células
de sostén (Margolis, 1974; Burd ef al, 1982; Margolis ef al., 1983). Este dipéptido se
sintetiza a partir de sus aminoacidos precursores por medio de la enzima carnosina
sintetasa (Burd ef al, 1982). Actualmente se discute su posible rol como

neurotransmisor de las neuronas olfatorias.



70

Recientemente, la proteina producto del gen 9.5 (PGP 9.5) ha llamado la
atencién como un marcador especifico neuronal. El PGP 9.5 es una proteina soluble
aislada del cerebro humano, y se la encuentra predominantemente en el citoplasma de
neuronas y de células neuroenddcrinas. La inmunohistoquimica 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 axon 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 ef al, 1993). La PGP 9.5 ha sido
hallada tanto en neuronas olfatorias embrionarias como en neuronas adultas, razén que
ha llevado a los autores a considerar que la PGP 9.5 podria estar relacionada con el
desarrollo y mantenimiento de los receptores quimiosensoriales (Johnson ef al, 1995).
Por otro lado, en la lamina propia de humanos recién nacidos se observé que las fibras
PGP 9.5 imnunorreactivas presentan morfologia y distribucion similar a la sustancia P
trigeminal y a la proteina relacionada con el gen de la calcitonina. Esto ultimo podria
sugerir que la PGP 9.5 funcionaria, ademas, como marcador de fibras trigeminales
nasales (Johnson ef al, 1995).Por lo dicho anteriormente seria interesante tratar de
determinar st la PGP 9.5 co-localiza inmunohistoquimicamente con marcadores
conocidos de fibras trigeminales.

Debido a que la mucosa olfatoria estd en contacto con el medio externo, es de
esperar que ésta presente algun tipo de mecanismo que permita la proteccion contra la
pérdida de agua y que favorezca el equilibrio de los minerales. Por ello, se estudié la
inmunorreactividad del factor natriurético atrial (ANF) -hormona con propiedades
natriuréticas, diuréticas y vasodilatadoras (Genest y Cantin, 1989)- en la mucosa
olfatoria (Gutkowska y Marcinkiewicz, 1989, Bachar ef al, 1995). Se observd que el
ANTF se localiza principalmente en algunas células acinares de las glandulas de Bowman
y, ademas, en algunas células dentro del epitelio olfatorio. Cabe aclarar que los autores
no han podido identificar que tipo de célula dentro del epitelio presenta reaccion
positiva. (Gutkowska y Marcinkiewicz, 1989).
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Por otra parte, las neuronas olfatorias contienen moléculas que son comunes a la
mayoria de las neuronas, tales como una enolasa especifica, una enzima glicolitica
(Takahashi et al, 1984) y las moléculas de adhesion neuronal (Key y Akerson, 1990).

El grupo de glicoproteinas de superficie de alto peso molecular, conocidas
colectivamente como moléculas de adhesion neuronal (N-CAMs) se observod
principalmente, en fetos humanos, en los nervios olfatorios de la ldmina propia,
mientras que en el epitelio olfatorio se hallo 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 ef
al, 1995).

Yamagishi et al. (1989) examinaron el epitelio olfatorio de fetos humanos y
chanchitos de guinea utilizando antisueros contra algunas proteinas especificas del
sistema nervioso. Se analizd la “presencia de proteinas tales como proteinas para
neurofilamentos (NFP), enolasa neuroespecifica (NSE), proteina $-100 glia especifica (S-
100), la proteina S-35 especifica de la células de Purkinje, nestina (Osada ef al., 1995),
vimentina (Aoki ef 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 proteinas neuroespecifica, NFP y NSE, se hallan en las
células sensoriales. La enolasa es una enzima glicolitica especifica de neuronas e
interviene en la maduracion morfolégica y funcional de las mismas. La existencia de
esta proteina estaria indicando que estas células tienen funciones de auténticas
neuronas. No se observé inmunorreactividad a $-100 en las células de sostén, a pesar de
que estas células eran consideradas un tipo de células gliales (Hirsch y Margolis, 1970).
Pero, se encontré reaccion en las glandulas de Bowman, lo que sugeriria que las
glandulas de Bowman podrian derivar de un elemento glial (Yamagishi ef a/, 1989).
Inmunorreactividad a $-35 se encontrdé solamente en algunas células cerca de la
superficie apical del epitelio olfatorio. Estas células serian similares en distribucién 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 proteina marcadora de
precursores neuronales, se investigd en ratas en desarrollo y se determiné que durante
el desarrollo las neuronas perdian su capacidad de expresar nestina. Por lo tanto, se

podria sugerir que las células que expresan nestina podrian funcionar como células
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marcadoras en estudios de neurogénesis y desarrollo de sistemas sensoriales (Osada ef
al,, 1995).

Recientemente, se ha estudiado la distribucion dentro de la mucosa olfatoria de
moléculas que interviene en la actividad reguladora del calcio tales como: calmodulina,
calbindina-D-28K, calretinina, neurocalcina y recoverina. Todas estas moléculas han
sido halladas en las células sensoriales del epitelio olfatorio de ratas y ratones (Kishimoto
ef al,, 1993, Bastianelli ef al,, 1995).

También se ha tratado de localizar la distribucion de los componentes del sistema
inmune en la mucosa olfatoria de ratas y salamandras. La presencia.de estos compuestos
en la mucosa olfatoria demuestran que ésta se encuentra protegida de invasiones
patogénicas mediante la secrecion del sistema inmune, asi como también de otras
inmunoglobulinas, lactoferrina, lizosima y glicoproteinas que actuarian como una
primera linea de defensa. (Getchell y Getchell, 1991).

Las células basales presentan inmunorreactividad a diferentes citoqueratinas
(incluyendo a la vimentina), proteinas que forma los tonofilamentos de células
epiteliales (Aoki ef al,, 1995; Osada ef al., 1995). Por lo tanto se han probado diferentes
tipos de citoqueratinas a fin de intentar una caracterizacion bioquimica que permita la
discriminacién 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 asi imnunorreactivas a las
citoqueratinas 14 y 5/6. Las células basales claras se caracterizan, ademas, por
presentar incorporacion de bromo de deoxiuridina (BrdU), que actia como un
marcador especifico de division celular (Zupanc y Horschke, 1995). Por otro lado, la
citoqueratina 18 (humana) funciona como marcador especifico de las células de sostén
(Schowb et al,, 1995). Este ultimo marcador tinie, ademas, los ductos y los acinos de las
glandulas de Bowman (Holbrook ef al, 1995). Se han utilizado 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 (Suzuki y Takeda, 1991).
Ademas, se hallé6 inmunomarca al tenir con proteina glial fibrilar acida (GFAP), la

misma se localiza sobre la membrana basal, en asociacion 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 ef al., 1995).

En sapos, por otro lado, se han utilizado métodos inmunohistoquimicos 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
glicoproteina, gp 9.5, aislada de cilias olfatorias de sapo; y el otro también es un
anticuerpo monoclonal, olfactomedina, aislado de una preparaciéon de cilias de sapo.
Estos anticuerpos se unen a moléculas especificas dentro del mucus, permitiendo asi la
division en varios dominios morfologicamente diferenciables. Estas proteinas se unen

también a los granulos secretorios de las células de sostén (Menco y Farbman, 1992).

3.6~ INERVACION DE LA MUCOSA OLFATORIA

La inervaciéon de la mucosa olfatoria ha sido escasamente estudiada. Sin
embargo, las fibras nerviosas fueron descriptas originariamente en estudios anatémicos
y posteriormente han sido caracterizados inmunohistoquimicamente. Por otro lado,
estudios ultraestructurales han demostrado la presencia de terminales adrenérgicas,
colinérgicas y peptidérgicas. _

En la lamina propia se ha detectado la presencia de fibras nerviosas distintas a las
originadas en las neuronas olfatorias. A pesar de que la inervacion extrinseca de la
mucosa olfatoria es pobremente entendida, se sabe que los musculos lisos, 1a secrecion
exocrina y otras funciones epiteliales en la nariz son reguladas por fibras nerviosas
simpaticas, parasimpaticas y sensoriales; y que estas fibras nerviosas se hallan rodeando
los vasos sanguineos y los acinos de las glandulas de Bowman y dentro y debajo de la
superficie del epitelio olfatorio (Eccles y Wilson, 1973; Zielinski ef al., 1989; Lacroix ef
al,, 1990; Grunditz ef al,, 1994). Estudios previos indicaron que las fibras simpaticas de
la mucosa nasal derivan del ganglio cervical superior y que la estimulacion eléctrica de
las fibras simpaticas reducen el flujo sanguineo nasal y la secrecion nasal (Malm, 1973).

Las fibras parasimpaticas tendrian su origen del ganglio esfenopalatino (Eccles y Wilson,
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1973). Finalmente las fibras sensoriales no viscerales parecerian originarse del ganglio
trigémino (V par). El sistema trigeminal nasal responde unicamente a estimulos
irritantes (Doty, 1995). Las fibras trigeminales han sido identificadas por presentar
inmunorreactividad a los anticuerpos contra CGRP y sustancia P (Finger ef al, 1990;
Grunditz ef 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 mayoria 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 reaccion positiva a la
acetilcolinesterasa (Bojsen-Meller, 1975) y por ser inmunorreactiva a la hormona
liberadora de la hormona luteinizante (LHRH) (Witkin y Silverman, 1983).

Inmunohistoquimicamente, se ha podido demostrar que la lamina propia
contiene dos tipos de elementos neurales, que derivan de las células olfatorias
sensoriales y de los ganglios trigéminos. Se encontrd la enzima enolasa (NSE) tanto en
los nervios olfatorios como en el trigémino. Por otra parté, la proteina presente en los
neurofilamentos (NPF) no estd presente en los axones de las neuronas sensoriales y en
los filetes olfatorios, por lo tanto seria un marcador especifico para los nervios
trigéminos de la lamina propia. Ademas, nervios olfatorios envueltos en células de
Schwann reaccionan con la proteina $-100. Por los tanto, realizando inmunotinciones
combinadas de los tres anticuerpos mencionados anteriormente es posible determinar la
distribucidn de los nervios olfatorios y trigéminos (Yamagishi ef al, 1989).

Para estudiar la inervacién extrinseca de la mucosa olfatoria se han utilizado
otros métodos inmunohistoquimicos. La distribucién del péptido relacionado con el gen
de la calcitonina (CGRP) en la cavidad nasal, revela la disposicion diferencial de las
fibras CGRP en ciertas areas que estarian directamente expuestas a la inhalacion del
aire, inervando a los senos venosos y produciendo de este modo vasodilatacion (Lee ef
al., 1994). Se ha demostrado que las fibras nerviosas que contiene CGRP y sustancia P
derivan del ganglio trigeminal (Grunditz ef al., 1994) y que estas fibras terminan dentro
del epitelio en contacto directo con las neuronas olfatorias. Cabe preguntarse si existe
alguna relacion entre los elementos trigeminales y las neuronas olfatorias que pueda

afectar las respuestas fisiologicas.
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Por otro lado, las fibras que presentan inmunorreactividad al péptido intestinal
vasoactivo (VIP) y al neuropéptido Y, se originarian en el ganglio esfenopalatino y 6tico
(Grunditz ef al,, 1994).

La inmunorreactividad a hormona liberadora de la hormona luteinizante (LHRH)
se hallé 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 dérgano vomeronasal. Lo dicho pone
de manifiesto la posibilidad de que las neuronas y fibras LHRH sean parte del substrato
anatémico para integrar las senales olfatorias en una conducta reproductiva (Witkin y
Silverman, 1983).

El primer trabajo ultraestructural para identificar y caracterizar las fibras
nerviosas extrinsecas en la mucosa olfatoria fue realizado por Graziadei y Gagne (1973)
(en Getchell y Getchell, 1992). Ellos observaron que dentro de los paquetes olfatorios en
la lamina propia de sapos, habia por lo menos dos tipos de fibras que no conformaban
los criterios que caracterizan a las fibras como axones olfatorios primarios, estos criterios
incluyen: diametro uniforme de 0.2 mm, ausencia de mielina, escasos neurofilamentos y
el agrupamiento en paquetes de fibras rodeados por una unica célula de Schwann (De
Lorenzo, 1957). En los estudios de Graziadei y Gagne (1973), un grupo de fibras no
olfatorias, algunas mielinizadas y otras no, tenian diametros de 1 a 10 mm y contenian
gran abundancia de neurofilamentos, pocas mitocondrias y vesiculas irregulares. Cada
fibra, de las cuales aproximadamente dos eran mieliniz
adas y casi una docena eran amielinicas, se hallaban dentro de una unica célula de
Schwann. Las fibras mielinicas perdian la mielina cuando se ramificaban en fibras mas
pequenias, y entraban en el epitelio olfatorio. Una vez dentro del epitelio estas fibras se
observan con algunas mitocondrias y grupos de pequenas vesiculas claras. El segundo
grupo de fibras eran no mielinicas, con diametro que variaba entre 0.5 y 0.9 mm,
contenian pocos filamentos, pocas mitocondrias y caracteristicamente poseian una
poblacion de vesiculas de centro denso. Estos autores sugirieron que las fibras que
pierden la mielina y contiene vesiculas claras se originan dentro del sistema cerebro
espinal, en cambio las fibras que poseen vesiculas con centro denso se originan del
sistema simpatico. Zielinski et al. (1989) localizd y caracterizo las fibras y terminales

nerviosas en la mucosa olfatoria de la salamandra. Terminales nerviosas conteniendo
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vesiculas de centro denso pequenas (o vesiculas granulares pequenas) y unas pocas
vesiculas de centro denso grandes (o vesiculas granulares grandes) fueron halladas en la
periferia de los acinos de las glandulas de Bowman, alrededor de los vasos sanguineos y
cerca de los melanocitos y fibroblastos. Estas terminales se localizan en la proximidad de
los capilares entre el epitelio y la lamina propia y fueron identificadas como terminales
simpaticas  postganglionares con  vesiculas adrenérgicas que contienen
neurotransmisores de tipo catecolaminérgicos. Otros tipos de terminales nerviosas
contienen vesiculas claras pequenas y algunas pocas vesiculas densas grandes que se
ubican entre las células acinares de las glandulas de Bowman. Estas terminales no
poseen membrana basal entre ellas y las células acinares. Fueroﬁ identificadas como
terminales nerviosas de axones parasimpaticos postganglionares con vesiculas
colinérgicas que contienen acetilcolina (Fig. 3.13).

Aun quedan muchos temas por resolver en lo referente a la inervacion extrinseca
de la mucosa olfatoria. De lo descripto anteriormente se desprende que las fibras
trigeminales y el sistema autonomo y posiblemente el nervio terminal jueguen un papel
importante en la regulacion de la actividad vasomotora y secretora. Nuevos
experimentos se requeriran para tratar de aclarar: 1- la variedad de neurotransmisores
y neuromoduladores, 2- determinar, sobre las bases de caracteristicas estructurales, los
origenes de fibras extrinsecas para poder especificar las estructuras blanco, 3~ definir
patrones espaciales de células que reciben multiples inervaciones de nervios extrinsecos
con diferentes neurotransmisores. De esta forma se podria dilucidar como diversas
sefiales neurales se integrarian para regular los procesos celulares complejos que

intervienen en el mecanismo de la olfacion.
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FIGURA 3.1. Representacion esquematica de la relacion de los axones olfatorios
con las células de Schwann. Varios nervios comparten un unico mesoaxon,que esta
formado por la membrana de la célula de Schwann, cuyo nucleo se ubica en la
region inferior (N). (Extraido de Lorenzo, 1957).

FIGURA 3.2. Fotomicrografia que muestra la relacion de los axones en desarrollo con
las célula de Schwann. (Exraido de Peters ef al, 1991).
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FIGURA 3.3. Diagrama de los cerebros de diferentes especies de vertebrados,
mostrando el tamano relativo de los bulbos olfatorios (negro) y la distribucion
de las proyecciones desde el bulbo (rayado). (Extraido de Farbman, 1992).
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FIGURA 3.4. Esquemas que ilustran la disposicion de la cavidad nasal y su relacion
con la cavidad oral y la faringe en una serie de vertebrados (Extraido de Allison,
1953).
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FIGURA 3.5. Micrograffa de scanning mostrando la region sensorial de un pez
oseo. (extraldo de Farbman, 1992).
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FIGURA 3.6. Micrografia de la seccion frontal de la cavidad nasal de la rana.
La eminencia ventrla y la region dorsal presentan mucosa olfatoria (Extraido
de Farbman, 1992).

FIGURA 3.7. Cortes transversal de la cavidad nasal de Bufo viridis. A. A nivel
de el orificio de las coanas. Can L. Canal lacrimal, Ch coana, Gl. Glandulas, EO.
Eminencia olfatoria (Extraido de Grassé, 1955).
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FIGURA 3.8 Corte longitudinal de la cavidad nasal de Rana femporaria. C.
Cavidad inferior, CP. Cavidad principal, CL. Canal lacrimal, EpB. Epitelio bucal,
GB. Gldandulas de Bowman, GINint. glandulas nasales internas, GINlat. Glandulas
nasales laterales (Extraido de Grassé, 1955)

FIGURA 3.9. Corte sagital de la cabeza de Lacerta viridis. Cor. Cornetes, CpP.
Cavidad principal, L.OIf. 1ébulo olfatoio, N.O. nervio dptico, O.J. érgano de Jacobson,
Tel. Telencéfalo, V. Vestibulo (Extraido de Grassé, 1955).
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FIGURA 3.10. Esquema de una seccion frontal de la cabeza de un reptil
Se muestran las cavidades nasales y los turbinales (T). (Extraido de
Farbman, 1992).
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RABBIT

FIGURA 3.11. En la izquierda se representa la seccién frontal de la cavidad nasal de un
conejo, donde se muestran los ectoturbinales ( A, B, C) y los endoturbinales (1, I1, I11, IV).
En la derecha se representa la seccidn frontal de la cavidad nasal del hombre, mostrando
los turbinales superior (S), medio (M) e inferior (I). En ambos casos en linea gruesa se
representa el epitelio olfatorio (Extraido de Farbman, 1992).
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Figure 2.1. Diagrammatic illustration of the olfactory mucous membrane. The
epithelium and lamina propria are shown. The long cilia on the surface are
matted in a layer of mucus on the epithelial surface and lic parallel to the surface.
Within the lamina propria are Bowman's glands (BG), bundles of olfactory
nerve processes (N), and blood vessels, both small arteries (A) and veins (V).
Ducts from Bowman's glands open onto the surface. For clarity, the numbers
of olfactory ncrve bundles and the cell bodies from which they originate are
understated in this diagram. Compare with Figure 2.2A.

FIGURA 3.12. Esquema de la mucosa olfatoria (Extraido de Farbman, 1992).
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Fir 4 Dingram of representative amphibian olfactory mucosa
showing characteristic types of nerve terminals found in varinus lo-
cations A: Nerve terminals (arrow) found near the surface of the
olfactory epitheliunm occur most often between adjacent sustentacular
cells (SCY CM, mucociliary complex; sv, secretory vesicle. Bar = 0.5
pm 13 Terminals occurring in proximity to melanocytes contan large
granular vesicles (small triangles) and small granular vesicles tlarnge
triangles). Magnification same as 1. C: Terminals located between
basolateral membranes of acinar cells (AC) of Bowman's gland con-

tain large granular vesicles (small black trinngles) and amall agran-
ular vesicles (white trinngles), Arrowhends minrk sites of synaptic
membrane specinlizations. m, mitochondrion. Magnification same as
D. D: Terminals in proximity to blood vessels and to the basal mem-
branes of Bowman's glands contain large granular vesicles (black
triangles) and small agranular vesicles (white triangles). Bar = 0.2
s (Modificd from Zielinski et al,, 1989a.b; original drawing by
William Loechel.)

FIGURA 3.13. Inervacion de la mucosa olfatoria (Extraido de Getchell y

Getchell, 1992).
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MATERIALES Y METODOS

3.1- ANIMALES UTILIZADOS

Para el presente estudio se utilizaron ejemplares machos y hembras de
Chaetophractus villosusy Dasypus hybridus sexualmente maduros.

Los ejemplares de C. villosus fueron capturados en las localidades Bahia Blanca y
Cachari y mantenidos en cautiverio en el Bioterio Central de la FCEyN (UBA). Fueron
alimentados con comida balanceada para perros y agua ad-/libitum (Iodice, 1986).

Los ejemplares de D. hybridus fueron capturados en la localidad de Cachari y

mantenidos como se explicd en el Capitulo II.

3.2~ ESTUDIOS DE MICROSCOPIA OPTICA

Se utilizaron 20 ejemplares adultos (11) machos y (8) hembras de
Chaetophractus villosus y 7 ejemplares adultos (4) hembras y (3) machos de Dasypus
hybridus. La anestesia utilizada fue clorhidrato de Ketamina (40mg/Kg, i.m.) y tiopental
sédico (60 mg/Kg i.p.). Bajo anestesia se expuso el corazon y se inyectaron
intracardiacamente 0,5 ml de heparina 5000 U.l (anticoagulante) y 0,5 ml de
nitroprusiato de sodio al 2,4 % (vasodilatador). Los animales fueron perfundidos via
aorta con 2 1 de solucién fisiologica (0,9% de CINa) seguida de fijador.

De acuerdo a la técnica a seguir los fijadores utilizados fueron el liquido de Bouin
y el formol al 10%. En los casos donde solo era necesario un estudio de las caracteristicas
histologicas de una porcion de la mucosa olfatoria, luego de la fijacion se realizé un
abordaje a la cavidad nasal, previa remocién del escudo cefalico. En la cavidad nasal se
tomaron con sumo cuidado porciones de los etmoturbinales. Con el fin de seleccionar
para el estudio la misma regién en los diferentes animales, las muestras se obtuvieron,

en primer lugar, de los etmoturbinales 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 region dorsal fueron disecados en
fresco y fijados por inmersion en los mismos fijadores.

Los estudios de la cavidad nasal completa fueron realizados en animales fijados
por perfusion.

Debido a la presencia de estructuras dseas en los turbinales que dificultan la
obtencién de secciones histoldgicas de los turbinales y de la nariz entera, se realizd
previamente una decalcificacion. Luego de numerosas pruebas de ensayo y error con
diferentes métodos de decalcificacion, la que nos dio mejor resultado fue la técnica del
acido formico y del citrato de sodio (Luna, 1968). La misma consiste en sumergir la
pieza en una solucidon 50:50 de citrato de sodio al 20% y acido formico al 50%. La
permanencia de las piezas en esta solucion depende del tamarno de las mismas. Los
turbinales permanecieron 1 hora en el liquido decalcificador, la cavidad nasal entera de
Dasypus hybridus durante dos semanas en la solucidn y la de Chaetophractus villosus, 1
mes. Luego, las muestras se lavaron rapidamente en agua destilada y se las pasa a una
solucion saturada de alumbre de potasio, durante 1 dia (Romeis, 1936). Finalmente se
realiza un pasaje por una solucion de glicerina con acido acético al 1% durante dos dias
a 4°C (Lopez, com. pers.). Después de la decalcificacion el tejido se procesa de la forma

convencional.

3.2.1- ANATOMIA TOPOGRAFICA E HISTOLOGIA.

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 cridstato de material congelado de etmoturbinales previamente disecados.
Para los cortes de congelacion luego de la fijaciéon con formol Baker, las piezas fueron
lavadas toda la noche en agua corriente. Luego se las colocd a 4°C en buffer fosfato

salino a pH 7,4 con el agregado de sacarosa al 20% como crioprotector. Se realizaron
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cortes entre 5y 7 um con el cridstato los que se adhirieron al portaobjetos mediante la
técnica de Pappas (1971).

Los tejidos fueron tefiidos con:

a) Hematoxilina de Harris y eosina alcohdlica 1% en alcohol 70%.

b) Tricréomico de Masson modificado!.

c) Coloracion de Mallory (Azan) Heidenhain.

d) Técnica de Rubens-Dubal ! para la deteccion de fibras elasticas.

e) Técnica de Gomori, para la determinacién de fibras reticulares (Pearse, 1985)

f) Técnica de Holmes (Ramon y Cajal y De Castro, 1972) para la deteccién de procesos

neuronales.

3.2.2- ESTUDIOS HISTOQUIMICOS

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
(GO).
1) Los glicanos a su vez incluyen: a) polisacaridos (grandes agregados de
monosacdridos) y b) glicosaminoglicanos (por ejemplo: acido sialico, queratan sulfato,
sulfato de acido hialuronico, dermatan sulfato, etc.).
2) Los glicoconjugados incluyen: a) proteoglicanos (largas cadenas de polisacaridos,
unidas covalentemente a un pequeno centro proteico), b) glicoproteinas (proteinas
unidas covalentemente a cadenas de oligosacaridos) y ¢) glicolipidos (lipidos unidos a
cadenas de hidratos de carbono).

! Modificacion de la Catedra de Histologia Animal. FCEyN. UBA.
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A estas moléculas anteriormente mencionadas, cuya caracterizacion estructural
frecuentemente ofrece una alta complejidad, se le introducen modificaciones tales como
sulfatacion y adicion de grupos carboxilos que contribuyen ain mis a aumentar su
grado de organizacion (Danguy ¢f al,, 1994).

Los métodos histoquimicos para la determinacion de GC dependen inicialmente
de su contenido de azicares con hidroxilos vecinos y de su contenido acido. Asi, los GC
que contiene exclusivamente hexosas con hidroxilos vecinos se visualizan
selectivamente por el método del acido periddico-Schiff (PAS). Adicionalmente, los
ésteres sulfatados fuertemente dcidos y los grupos carboxilos de los acidos sidlicos y
urdnicos en los GC, menos acidos, se unen a una gran variedad de colorantes catidnicos
que no reaccionan con los aminoacidos dicarboxilicos de las proteinas o los acidos
nucleicos. Estos agentes basicos incluyen comunmente al azul alcian (AB), azur A,
fucsina aldehida y las diaminas férticas (Spicer y Schulte, 1992).

a) El PAS representa una de las técnicas mas utilizadas en la histoquimica de los
carbohidratos. Este método oxidativo depende del clivaje de los grupos glicoles por la
accion del acido periddico (HIOs). El dcido periddico oxida los grupos 1,2 glicoles
convirtiéndolos en aldehidos, los cuales reaccionan con el reactivo de Schiff, dando
como resultado un dialdehido inestable e incoloro que luego se transforma en un
compuesto coloreado (magenta) por la restauracion de los grupos cromégenos. Este
método da positivo con estructuras que contienen hexosas neutras. El término hexosas
neutras es utilizados para residuos de monosacaridos que no poseen ésteres sulfatos,
acidos carboxilicos o grupos funcionales que contengan nitrégeno (Danguy ef al,
1994). Los proteoglicanos (que contienen glicosaminoglicanos) no son visualizados por
el método del PAS utilizado usualmente (Spicer y Schulte, 1992).

Por lo tanto la positividad del PAS se debe a la presencia de glicoproteinas
(neutras o con residuos de acido sidlico) y glucogeno (Pearse, 1985). Ademas, esta
técnica permite detectar, fibras reticulares y glicoproteinas de la membrana basal y
algunos glicolipidos (cerebrdsidos y gangliosidos) (Sheenan y Hrapchak, 1980).

Para poner en evidencia la presencia de glucégeno el método mas utlizado
consiste en tratar previamente al tejido con la enzima diastasa. Esta enzima

despolimeriza al glucégeno en azucares pequefios, que son lavados con agua luego de
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aplicar la diastasa. La posterior disminucion de la reaccién PAS positiva luego de este
tratamiento, indica claramente la presencia de glucégeno (Sheenan y Hrapchak, 1980).

Por otra parte, se puede utilizar la técnica del PAS, para la deteccion de
glicosaminoglicanos como son los residuos de 4cido sialico, requiriéndose para ello la
utilizacién de condiciones que oxiden completamente los residuos de acido sidlico sin
alcanzar a oxidar los dioles de las hexosas vecinas. Voltz y col. (1987) demostraron que
utilizando concentraciones diluidas de 4cido periddico (0.4 mM) se produce la
oxidacion selectiva (PA*S) para los residuos de 4cido sialico. Bajo estas condiciones no se
observa tincion de los aziicares neutros. La oxidacién suave con 4cido periddico produce
aldehidos selectivamente en los residuos de acido sidlico. La tnica parte potencialmente
periodato-reactiva del 4cido sidlico unido en posicion Cz, es la cadena (C7, Cs, Co) unida
al Ce, que lleva tres grupos hidroxilos adyacentes. La cadena lateral reacciona con el
periodato mucho mas rapidamente que los glicanos de las hexosas. Por lo tanto, usando
una solucién diluida de acido periddico, es posible oxidar solamente los residuos de
acido sialico , y el aldehido resultante puede ser visualizado con el reactivo de Schiff
(Danguy et al., 1994). En algunas glicoproteinas acidas, los Ce, C7, Cs de los residuos de
acido sidlico pueden estar acetilados (Pearse, 1985) y por lo tanto pueden no ser
reactivos ni a la técnica de PAS ni a la técnica de Voltz y col. (1987). La saponificacion
con KOH produce desacetilacion y por lo tanto, la reaccion con PAS vuelve a dar positiva
(Pearse, 1985). Por lo tanto un aumento en la reaccion estaria indicando la presencia de
acido sialico acetilado. Para poder reconocer la presencia de acidos sidlicos totales es
necesaria la saponificacién y posterior oxidacion selectiva.

Para reconocer la presencia de aziicares neutros en un tejido, se requiere: a) la
saponificacion con KOH (para eliminar los acetilos de los residuos 1,2 glicoles y de los
residuos de acido sialico), b) Oxidacion selectiva (Voltz ef al., 1987) para oxidar los
residuos de 4cido sidlico, ¢) reduccion de los grupos aldehidos a alcoholes con
borohidruro de sodio, d) realizacion de la técnica de PAS. De esta forma reaccionan solo
los residuos 1,2 glicoles de los azucares neutros, ya los grupos reactivos de los residuos
de acido sidlico fueron transformados en alcoholes y por lo tanto no son PAS reactivos.

Existen ademas otros procedimientos quimicos que pueden ser aplicados para el
estudios de los hidratos de carbono. Estos procedimientos se basan en bloquear los

grupos reactivos e impedir su visualizacion histoquimica. El tratamiento de las secciones
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de tejido con acético anhidro disuelto en piridina anhidra convierte los grupos
hidroxilos reactivos en grupos ésteres acetilos (esterificacion), también puede ocurrir la
acetilacion de los grupos aminos utilizando este método. Al aplicar la técnica de PAS, los
carbohidratos PAS reactivos no estaran disponibles para que las reaccion ocurra. Por
otra parte, la hidrolisis de los ésteres acetilos puede realizarse mediante la saponificacion
con KOH, lo cual revierte de este modo la reaccién de esterificacion (Pearse, 1985),

b) Las técnica que utilizan colorantes catidnicos permiten visualizar la presencia
de glicoconjugados acidos y glicosaminoglicanos en un tejido. Los dos colorantes mas
utilizados son el azur A y el azul alcian (AB). Los glicoconjugados aniénicos pueden
presentar ésteres sulfato, con o sin la presencia de carboxilos, y ésteres carboxilos que no
poseen residuos polisulfatados (Danguy ef al, 1994). La identificacion 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 fendomeno que se denomina metacromasia. Esto es, que al
reaccionar con algunas sustancias anidnicas cambia su color azul original a rojo o
purpura (Bancroft y Stevens, 1990). El efecto metacromatico se produce cuando los
iones del colorante, se encuentran en proximidad. Esto generalmente ocurre cuando los
centros anionicos de las mucosustancias estan en proximidad espacial (Danguy ef al,
1994). La reaccion es importante en la histoquimica de los hidratos de carbono debido a
que solamente ciertos compuestos como glicoconjugados acidos (especialmente algunos
proteoglicanos) tiene la propiedad de reaccionar con colorantes metacrqmé.ticos.

El azul alciano (AB) (una ftalocianina soluble en agua que debe su color azul a
un nucleo de cobre) usado a pH controlados permite clasificar a las sustancias de
acuerdo a su acidez (Spicer y Schulte, 1992). El AB 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 proton. A pH 1-0.5, la tincién es selectiva para macromoléculas
con grupos sulfatos, ya que solo estos ultimos quedan ionizados. La excesiva acidez no
permiten que los grupos carboxilos liberen su protén, lo que produce una disminucién
de la afinidad del colorante por estos grupos (Spicer y Shultz, 1992). Los grupos
carboxilos pueden ser bloqueados mediante una reaccién suave con acido clorhidrico y
metanol a 37°C (metilacion suave), por lo tanto la posterior tincion con AB a pH 2.5

mostrara solo los grupos sulfatados, ya que los grupos carboxilos han sido bloqueados
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por la metilacion previa (Bancroft y Stevens, 1990). Este método bloquea, ademas, 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
metilacion fuerte a 60°C, bloquea la basofilia tanto de los GC carboxilados como
sulfatados. La posterior saponificacion restaura la basofilia de los GC carboxilados. La
reaccion diferencial se basa en que la metilacion hidroliza los grupos sulfatados, pero no
los carboxilados; que forman grupos metil-ésteres. Estos grupos se hidrolizan con la

saponificacion lo cual permite la restauracion de la basofilia (Bancroft y Stevens, 1990).

La utilizacién de AB y amarillo alcian (AY) permite diferenciar glicoconjugados
acidos carboxilados y sulfatados en un mismo preparado mediante la utilizaciéon de
colores contrastantes. Este método involucra inicialmente la tincion con AB a pH 0.5,
seguida posteriormente por AY a pH 2.5. De esta manera se obtiene: GC carboxilados y
sulfatados, amarnillos; GC sulfatados, azul; mezcla de ambos, verde (Ravetto, 1964, en
Cook, 1990). '

La orceina y el AB también han sido utilizados para la determinacion de
glicoconjugados sulfatados y carboxilados (Singh y Gordon, 1989). Este método tine los
GC sulfatados de marrdn y los GC carboxilados en azul. La orceina y el AB reaccionan
con los grupos sulfatos de CG epiteliales y residuos de acido sulfonico resultantes de la
oxidacion de grupos sulfuros (S-S o S-H) en el niicleo proteico de las glicoproteinas
(Singh y Gordon, 1989). .

La fucsina aldehida-AB es otra tincion adicional que permite diferenciar GC
carboxilados y sulfatados en una misma preparacion. La fucsina aldehida presenta gran
afinidad por las entidades que presentan grupos sulfatos, tifiéndolos de color purpura.
La posterior tincion con AB tifie los GC carboxilados de azul (Bancroft y Stevens, 1990).

c) La técnica de PAS junto con el AB (Mowry, 1956 en: Cook, 1990) permite
diferenciar la presencia de glicoconjugados acidos y neutros en un mismo preparado
(Cook, 1990). La técnica consiste en una primera tincion con AB pH 2.5 seguida por la
tincion con PAS. El AB colorea los glicoconjugados acidos, incluso los glicoconjugados
acidos que puedan reaccionar con el PAS. Por lo tanto, la posterior tinciéon con PAS solo

revelara los glicoconjugados neutros (Cook, 1990). Por lo tanto, los GC acidos y
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glicosaminoglicanos se tifien de color azul, los GC neutros de color magenta y una

mezcla de ambas sustancias se observara en diferentes gradaciones del purpura.

3.2.2.2- LIPIDOS

Los lipidos constituyen un grupo heterogéneo de sustancias con la caracteristica
de su solubilidad en solventes organicos (Sheenan y Hrapchak, 1980).
Actualmente los lipidos pueden ser clasificados en:
a) Triglicéridos (aceites y grasas)
b) Glicerofosfatos (acidos fosfatidicos, fosfatidil ésteres, inositol).
c) Es.fingolipidos (esfingomielinas, cerebroésidos y ganglidsidos)
d) Ceras (ceras verdaderas, ésteres de vitamina A y D3). (Sheenan y Hrapchak, 1980).
Para la correcta determinacion de los lipidos 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 histolégico de la mayoria de los
lipidos no son preservados en este procedimiento. Por lo tanto, para tal fin se deben
utilizar secciones obtenidas por congelacion en las cuales se realicen tinciones con

colorantes como el Sudan y el sulfato de azul de Nilo.

3.2.2.3- Proteinas

Para la deteccion de proteinas 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 proteinas. Para ello, se
utilizd la técnica de Ninhydrina-Schiff que es una reaccién basada en la desaminacion
oxidativa con liberacion de aldehidos y la posterior reaccion con el reactivo de Schiff
(Martoja y Martoja Pierson, 1970).
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Otra técnica utilizada es la tincion con mercurio-azul de bromofenol. Este
colorante presenta dicromatismo, a elevadas concentraciones de colorante la
transmitancia vira desde el azul al rojo (Pearse, 1985). Asi, las proteinas tisulares se
tinen de color azul claro o grisiceo. Las regiones tisulares que presentan una elevada

concentracion de proteinas presentan una coloracion roja (Pearse, 1985).

Para el estudio de la histoquimica de la mucosa olfatoria se realizaron la
siguientes técnicas: a4t -
1) PAS (4cido periddico-Schiff) (De McManpus en Pearse, 1985) _
2) AB pH 0.5 y pH 2.5 (Cook, 1990) Lo ce. 7T
3) Técnica combinada de PAS-AB (Mowry, 1956 en: Cook; 1990).-
4) Técnica combinada de ABy AY (Ravetto, 1964 )i/lz % 1990). )
5) Diastasa-PAS (Sheehan y Hrapchak, 1980). ‘

6) Oxidacién selectiva con acido periddico (PA*S) (Volz, 1987).

7) Saponificacion (KOH/PAS) (Volz, 1987).

8) Reduccién con borohidruro seguida de saponificacion (PA*S/Bh/KOH/PAS) (Volz,
1987).

9) Saponificacién-oxidacion-reduccion con borohidruro (KOH/PA*S/Bh/PAS) (Volz,
1987).

10) Orceina de Shikata (Singh y Gorton, 1989). i

11) Azur A (Cook, 1985). 1o o do et SARNAIEEE

12) Fucsina aldehida-AB (Bancrofty: Steé%s 1990).

13) Metilacion suave (37°C)/AB (Baxﬁcro’ft' 3' r‘bStevens, 1990).

14) Metilacion fuerte (60°C)/AB (Bancroft y gtevens, 1990). 7 A
15) Técnica de Sudan Black en propilenglicol (Sheehan y Hrapchak, 1980). Wace 178 p
16) Técnica de Azul de Nilo (Sheehan y Hrapchak, 1980): - |
17) Técnica de Ninhydrina-Schiff (Sheehan y Hrapchak, 1980)./2 =+ =
18) Técnica de Mercurio-Azul de bromofenol (Pearse, 1985). v

N
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3.2.3- TECNICAS HISTOQUIMICAS MEDIANTE LA UTILIZACION DE LECTINAS

Los métodos anteriormente mencionados permiten diferenciar las principales
categorias de mucosustancias y proveer las bases fundamentales para su clasificacion.
Sin embargo, estos métodos nos otorgan una informacion limitada acerca de la
estructura detallada de los carbohidratos. La introduccién de proteinas que se unen a los
carbohidratos -lectinas- ha introducido nuevos avances en la histoquimica de los
hidratos de carbono.

Las lectinas son proteinas de origen no inmune -animales o vegetales-, cuya
importancia fundamental reside en su afinidad por aziicares terminales o algunos
azucares internos, por diferentes uniones de estos azticares o por algunos oligosacaridos
que forman carbohidratos mas complejos (Spicer y Schulte, 1992). La union de una
molécula de lectina a una determinada mucosustancia no involucra la formacion de
uniones covalentes. La naturaleza de la union es similar a la que ocurre en el caso de la
unién de un antigeno a un anticuerpo (Danguy ef al, 1994). Las lectinas se utilizan
para identificar no solo diferentes residuos de azucares, sino también, en algunos casos
permite reconocer su posicion relativa dentro de la cadena. Ademas, mediante el uso de
lectinas que presenten especificidades ya sean diferentes 0 que se superpongan, es
posible identificar el origen celular de tipos especificos de glicoconjugados (Foster ef al,
1991).

Las glicoproteinas (GP) representan las mucosustancias mas frecuentes y
diversas, aun comparados con los glicosaminoglicanos (GAGs). Las GP constituyen los
componentes que frecuentemente son visualizados por la histoquimica de las lectinas.
Frecuentemente, los GAGs, a excepcion del queratan sulfato, no se marcan con las
lectinas en secciones de parafina. Alternativamente, también se cree que las lectinas
podrian diferenciar algunos glicolipidos (Spicer y Schulte, 1992).

Las GP se pueden clasificar en dos categorias considerando la unién de los
oligosacaridos a la cadena peptidica principal: O- y N-glicosil unidos. Los oligosacaridos
O- unidos tienen residuos de N-acetilgalactosaminil unidos a los oxigenos de los grupos
hidroxilos de la serina y la treonina. Las uniones N-glicosil poseen uniones N-

glucosaminil unidos al nitrogeno de la amida asparragina. Ambos tipos de GP difieren
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en su funcion bioldgica (Foster ef al,, 1991; Spicer y Schulte, 1992). Las GP halladas en
células mucosas son principalmente del tipo O-unidas y hacia este tipo de GP estan
dirigidas la mayoria de las lectinas (Foster ef al, 1991).

Para la deteccion de lectinas se han adaptado métodos que han dado resultados
satisfactorios en las técnicas inmunohistoquimica. Por lo tanto, de acuerdo a la eleccion
del marcador, éste puede ser fluorescente, como por ejemplo rodamina o fluoresceina
(FITC), 0 una enzima, como la peroxidasa del rabano picante (HRP) (Danguy ef al,
1994).

La histoquimica mediante el uso de lectinas puede ser llevada a cabo tanto en
secciones de parafina como en secciones de cridstato. En ambos métodos, se han
utilizado una amplia gama de fijadores, aunque se han obtenido resultados satisfactorios
con formol, soluciones alcohélicas, acetona y Carnoy (Foster ef al, 1991; Spicer y
Schulte, 1992).

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Para el estudio de la histoquimica de la mucosa olfatoria mediante el uso de
lectinas se utilizaron las secciones de parafina (6 um) obtenidas para las técnicas
clasicas. La utilizaciéon de los fijadores Bouin o formol 10% no mostraron diferencias

significativas en la tincion.

TECNICA UTILIZADA

El siguiente protocolo se ha disefiado para el analisis de lectinas con marcadores
fluorescentes de acuerdo a una modificacion de Foster y col. (1991).
1) Los cortes se desparafinan completamente con dos cambios de 40 minutos en xilol y
luego se hidratan correctamente.
2) Lavado en buffer fosfato salino (PBS)-Triton X-100 (0.2%) durante 10 min.
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3) Incubacién con suero normal de caballo (Vectastain Kit, Vector Laboratories,

Burlingame) o con leche descremada al 5% en PBS durante 45 minutos. El objetivo de

este paso es bloquear el pegado inespecifico de los anticuerpos utilizados.
4) Lavado en PBS-Triton X-100 (0.2%) durante 10 min.
5) Incubacion con las lectinas marcadas con FITC durante 1 hora.
6) Dos lavados con PBS de 5 minutos cada uno.

7) Montaje en glicerina.

8) Observacion bajo microscopio de fluorescencia REICHERT POLIVAR 2, para lo cual se

utilizé un filtro B1, que transmite la luz entre 450 nm y 495 nm.

TABLA 3.1. Lectinas utilizadas

LECTINA CONCENTRACION RESIDUO DE HIDRATO DE
CARBONO AL CUAL SE UNE
Pisatun sativum (PSA) 1:50 Centro fucosilado de
azucares N-glicosidil unidos!
Triticum vulgare (WGA) 1:50 (GIcNAcf81,4)n>NeuAc!#?
Arachis hypogea (PNA) 1:50 Galf1,3Gal NAc terminal?
Glycine maximus (Soybean) 1:40 GalNAc?
(SBA)

GlcNac:  N-acetilglucosamina, NeuAc: dcido neurcaminico (dcido sidlico); GalNAc: N-
acetilgalactosamina (! Adaptado de Danguy ef 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 congelacion, se comienza directamente por el paso 2).

2) Lavado en PBS-Triton X-100 (0.2%) durante 10 min.

3) Incubacion con Hz0; al 0.5% durante 30 min. El objetivo de este paso es el bloqueo
de las peroxidasas enddgenas

4) Lavado en PBS-Tritén X-100% durante 10 min.

5) Incubacion en leche descremada al 5% en PBS durante 60 min. La leche descremada
puede ser reemplazada por suero normal de caballo (Vectastain Kit; Vector Laboratories,
Burlingame) durante 30 min. El objetivo de este paso es bloquear el pegado inespecifico
de los anticuerpos utilizados.

6) Lavado en PBS-Triton X-100 (0.2%) durante 10 min.

7) Incubacidn en camara hiimeda con el anticuerpo especifico durante toda la noche a
4°C.

8) Incubacidn con el anticuerpo especifico durante 60 min a 37°C.

9) Lavado en PBS-Tnton X-100 (0.2%) durante 10 min.

10) Incubacion durante 60 min con leche descremada al 5% en PBS en PBS o con suero
normal de caballo durante 30 min. Esta incubacidn se realiza para bloquear el pegado
inespecifico del segundo anticuerpo.

11) Lavado en PBS-Triton X-100 (0.2%) durante 10 min.

12) Incubacién con el segundo anticuerpo biotinilado durante 60 min (Vectastain Kit;
Vector Laboratories, Burlingame).

13) Lavado en PBS-Tritén X-100 (0.2%) durante 10 min.

14) Incubacién de las secciones con el complejo avidina-biotina-peroxidasa (ABC)
durante 30 min. (Vectastain Kit; Vector Laboratories, Burlingame).

15) Lavado en PBS-Triton X-100 (0.2%) durante 10 min.

16) Revelado con 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 aparicion de reaccion
positiva (se observa como precipitado de color marrén oscuro)

17) La reaccién se detiene pasando las secciones a PBS.

18) Deshidratar los cortes en alcoholes, aclaracion con xilol y montaje en bélsamo

sintético.
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3.3- TECNICAS INMUNOHISTOQUIMICAS

3.3.1- OBTENCION DE LAS SECCIONES

Para las técnicas inmunohistoquimicas se utilizaron ejemplares machos y
hembras de C. villosus y D. hybridus. Los animales fueron perfundidos (como se
describi6 anteriormente) con liquido fijador de Bouin o con formol al 10%, dependiendo
del anticuerpo a ser utilizado (Tabla 3.1I). Las muestras a procesar fueron obtenidas de
los etmoturbinales dorsales.

Al momento de procesar las muestras existen dos aspectos generalmente no
compatibles: la correcta preservacion de los antigenos y el mantenimiento de la
morfologia. Las técnicas de procesamiento del tejido que son aptas para los estudios
morfologicos generalmente no permiten la correcta preservacion del antigeno. Asi, el
uso de fijadores usualmente utilizados en las técnicas histolégicas convencionales,
tienden a la desaparicion total o parcial de la inmunorreactividad. Por otro lado, las
inclusiones en parafina son aptas para la deteccion de algunos determinados tipos de
antigenos. En cambio las secciones cortadas en cridstato son las mas indicadas para la
deteccion de antigenos mas sensibles a la temperatura y a los diferentes pasos
implicados en la inclusion. Por lo tanto, se obtuvieron secciones de parafina o secciones
obtenidas en cridstato de acuerdo al tipo de anticuerpo a utilizar (ver Tabla 3.1I). En el
caso del material incluido en parafina, el tiempo de inclusion en estufa se redujo a 40
minutos, lo que disminuye la posible desaparicion o disminucion de la

inmunorreactividad.

TECNICA UTILIZADA

Se utilizo la técnica inmunohistoquimica de Hsu (1993) y Paz y col. (1993).



La Tabla 3.1l muestra los anticuerpos utilizados en el presente estudio.

TABLA 3.1I. Anticuerpos utilizados
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Anticuerposo Desarrollado | Dilucién Tipo Secciones Fijador Origen
Antisueros en

Ant-OMP1 Cabra 1:200 Policlonal Parafina Bouin Cedido por el
Dr. Margolis

Anti-PGP 9,52 Conejo 1:100 Policlonal Parafina Bouin Ultraclone
Limited
Anti-LP343 Ratén 1:100 Monoclonal | Congelacion | Formol Novocastra
10% Lab.
Anti~NF-2004 Ratdn 1:100 Monoclonal | Congelacion | Formol Novocastra
10% Lab.
Anti-NF-1605 Ratén 1:100 Monoclonal | Congelacion | Formol Novocastra
10% Lab.
Anti-VIM® Raton 1:100 Monoclonal | Congelacion Bouin Novocastra
Lab.

Anti-VIP? Conejo 1:100 Policlonal | Congelacion Bouin Amersham
International

plc.

Anh-CTK188 Raton 1:200 Monoclonal | Congelacion Bouin SIGMA
Chemical Co.

Anti-KS8- Raton 1: 15 Monoclonal | Congelacion Bouin Progen
pan® Heidelberg
Anti-PCNA® Ratén 1:30 Monoclonal Parafina. Bouin Enzo
Tratamiento Diagnosticos
con
microondas

Anti-GAP4311 Raton 1:30 Monoclonal Parafina Bouin Oncogene
Science

1 Anti OMP: anticuerpo especifico para la marcacion de neuronas olfatorias, desarrollado por el Dr.

Margolis.
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2 Anti PGP 9.5: anticuerpo se une a una proteina neuro-especifica aislada del cerebro humano, y que se
halla principalmente en el citoplasma de neuronas y células neuroenddcrinas.

? Anti citoqueratina 5, 6 y 18: estos anticuerpos muestran reactividad con tejidos epiteliales, ya sean
glandulares, simples o estratificados.

* Anti neurofilamentos de 200 kD: estos anticuerpos muestran reactividad en procesos neuronales del
sistema nervioso central y del sistema nervioso periférico.

S Anti neurofilamentos de 160 kD: estos anticuerpos muestran reactividad con procesos neuronales del
sistema nervioso central y del sistema nervioso periférico.

¢ Anti vimentina: este anticuerpo reconoce un tipo de filamentos intermedios -la vimentina- que se
expresa en la mayoria de las células de origen mesenquimatico, incluyendo fibroblastos, células
endoteliales, células musculares, células sanguineas y melanocitos.

7 Anti péptido intestinal vasoactivo: este antisuero 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 inmunorreachvidad especifica contra la
citoqueratina formada por el péptido 18 y reacciona especificamente con una amplia variedad de
epitelios simples (por ejemplo: Intestino delgado, conductos biliares, epitelios glandulares y secrecion
apocrina de glandulas sudoriparas).

® Anti KS8-pan: Este anticuerpo reconoce un grupo amplio de citoqueratinas principalmente la 1 y 8.
Marca todos los epitelios, inclusive aquellos denivados de neoplasmas.

10 Anti antigeno de proliferacion celular: Identifica células en todas las fases activas de su ciclo celular.

' Anti proteina asociada al crecimiento: Este anticuerpo identifica la proteina involucrada en el

crecimiento de las neuritas y en la sinaptogénesis.

CONTROLES

En todos los casos se utilizaron dos tipos de controles:
1- la omision del primer anticuerpoy,

2- la omision del segundo anticuerpo. En ambos casos fueron

reemplazados por PBS.
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3.4~ ESTUDIOS DE MICROSCOPIA ELECTRONICA

3.4.1- MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (MET)

Para la MET, se utilizaron 5 ejemplares hembras de C. villosus y 3 ejemplares
machos de D. hAybridus. Bajo anestesia se instilé el fijador a través de Ia cavidad nasal.
Posteriormente pequefias muestras de mucosa olfatoria de los etmoturbinales dorsales
fueron disecadas y fijadas rapidamente por inmersién en glutaraldehido 2% en buffer
cacodilato 0.1M (pH: 7.2) durante 5 horas a 4° C. Luego de la obtencién de muestras de
mucosa olfatoria para fijarlas por inmersion, los animales fueron perfundidos via aorta
con 1 litro de solucion fisiolégica modificada (0.8% de CINa, 0.8% de sacarosa y 0.4% de
glucosa, seguida por 1 litro de fijador (glutaraldheido 2%, paraformaldehido 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.ZM de sacarosa, donde permanecieron
durante toda la noche. Luego de tres lavados de 5 minutos en el mismo buffer, fueron
postfijadas durante 1 hora en 1% 0504 en el mismo buffer. Posteriormente, se lavaron 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 MTZ2-B. Posteriormente, las
secciones fueron tenidas con azul de toluidina-bérax (Bancroft y Stevens, 1990; Bozzola
y Russell, 1992). Sécciones ultrafinas fueron obtenidas con el mismo ultramicrotomo
con navaja de diamante. Las secciones se montaron en grillas de 200 mesh y fueron
tefiidas con acetato de uranilo (1% en etanol al 70%) y con citrato de Plomo de Reynolds.
Las secciones fueron analizadas en un ME Siemens ELMISKOP I de la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales UBA o mediante un ME Zeizz M-109 Turbo de la Facultad
de Ciencias Médicas (LANAIS MIE-UBA-CONICET) ambos operando a 80 kV.
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RESULTADOS

3. ESTUDIO SOBRE LAS ESTRUCTURAS NASALES DE LOS ARMADILLOS -
CHAETOPHRACTUS VILLOSUS Y DASYPUS HYBRIDUS-

En esta primera parte del trabajo se describirda anatomo e histolégicamente la
cavidad nasal de ambos armadillos con especial atencién en los estudios de la mucosa
olfatoria.

La descripcion que sigue a continuacion estad restringida a las caracteristicas
morfolégicas que son mas parecidas en ambas especies. Esta es la razén por la cual las
describo conjuntamente. Los caracteres diferenciales seran senalados donde

corresponda.

3.1. CAVIDAD NASAL

La cavidad nasal ocupa el macizo facial con una direccion 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 division es incompleta, la cavidad nasal se halla completamente dividida
en una cavidad izquierda y derecha solamente en su tercio rostral (Fig. 3.14A).
Caudalmente, ambas estin 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 porcion cartilaginosa en forma de
anillo incompleto. Este anillo cartilaginoso es una prolongacion rostral de los extremos
libres del hueso nasal y del premaxilar. Ambas narinas se hallan separadas por la
porcién membranosa del septo nasal (el que se discutira mas adelante).

b) El extremo posterior se halla subdividida en dos cavidades -dorsal y ventral-
por la lamina basal de la papiracea (subdivision del etmoides) unida a la cresta
esfenoetmoidal del palatino y del vomer (Fig. 3.14C y 3.15B). La cavidad dorsal esti
ocupada por el laberinto etmoidal, formado por los turbinales del etmoides y separada
de la cavidad craneana por la lamina cribosa del etmoides (Fig 3.14C y 3.15B). La
cavidad ventral forma el conducto naso-faringeo, que se abre a la coana (Fig. 3.14C y
3.15B).

Lados:

El lado dorsal o techo esta formado principalmente por los huesos nasales y por la
porcion rostral de los frontales (Fig. 3.17A). Con forma de canal se pone en contacto con
el meato dorsal (Fig. 3.18B,Cy D)

El lado medial o interno esta formado por un tabique medial el septo nasal que
separa, como dijimos anteriormente, ambas fosas nasales. El septo nasal se divide en tres
regiones anatémicas: un septo membranoso, un septo cartilaginoso y el septo dseo. El
septo membranoso, es la porcion mas anterior que separa a ambas narinas. Se compone
externamente de epitelio estratificado e internamente de tejido conectivo. El septo
cartilaginoso se sitia posterior al septo membranoso. Se encuentra tapizado por una
mucosa respiratoria glandular (Fig. 3.18B). El septo Oseo se halla inmediatamente
posterior al septo cartilaginoso y se sitiia en la mayor parte de la cavidad nasal. La parte
Osea esta formada por el vomer en posicion ventral y la lamina perpendicular del
etmoides en posicion dorsal. En su parte anterior esta recubierta por epitelio respiratorio
cuya lamina propia carece de glandulas (Fig. 3.18C). En su parte media, la porcion

inferior se halla tapizada por epitelio respiratorio y la porcion superior presenta mucosa
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olfatoria (Fig. 3.18D). En su parte posterior, a nivel del laberinto etmoidal se halla
tapizado en su mayor parte por epitelio olfatorio (Fig. 3.18E y F).
El tejido conectivo de la mucosa que rodea al septo dseo 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 <l

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 region anterior-, maxilares -medialmente- y palatinos -en la region

posterior- (Fig. 3.17A).

3.1.1. ANATOMIA E HISTOLOGIA INTERNA DE LAS FOSAS 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 glandulas
sudoriparas y sebaceas. Los orificios desembocan dentro de la cavidad nasal en una
region denominada vestibulo. Por su ubicacion el vestibulo representa la porcion mas
anterior de la cavidad nasal, presentando como limite posterior el comienzo de los
cornetes o turbinales rostrales (Fig. 3.14C). El vestibulo se halla tapizado por un epitelio
estratificado con capa cornea, en el corion pueden observarse algunas glandulas
sudoriparas. En Chaetophractus villosus la cara laterointerna del vestibulo presenta una
estructura muy llamativa que a modo de evaginacion oblitera parcialmente el lumen
vestibular (Figura 3.18A, 3.21). Esta estructura se halla tapizada por numerosas espinas
que se proyectan hacia las narinas. Mediante el analisis histologico 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 vestibulo (Fig. 3.18, 3.21). Un cilindro

cartilaginoso recorre el eje longitudinal de la estructura para continuarse con el eje dseo
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del maxiloturbinal, el que se origina en continuidad con la estructura. En Dasypus
hybridus una estructura similar a la anterior oblitera parcialmente el lumen del
vestibulo, sin embargo, se diferencia de la de C. villosus ya que carece por completo de
procesos espinosos.

En la region posterior del vestibulo el epitelio estratificado pasa gradualmente de
estratificado a pseudoestratificado ciliado también denominado -epitelio respiratorio-.

A partir del vestibulo la pared lateral de las fosas nasales es irregular y
anfractuosa debido a la saliencia de los turbinales (cornetes o conchas nasales) que
delimitan depresiones longitudinales llamadas meatos. Este complejo sistema de cornetes
nasales, proveen una enorme superficie cubierta por diferentes mucosas.

Existen dos grupos de cornetes: 1- los cornetes rostrales y 2- los cornetes

caudales.

1- Los cornetes rostrales, también denominados cornetes nasales son finas laminas dseas
enruladas sobre si mismas. Existen dos grupos de cornetes nasales: a) dorsal y b) ventral.

a) El cornete nasal dorsal -o nasoturbinal- es el mas largo y mas simple.
Representa una evaginacion 6sea del hueso nasal (Fig. 3.18C). En su extremo posterior
se adhiere a la lamina papiracea del etmoides (Fig. 3.14A) por lo que algunos autores la
consideran como el primer endoturbinal. En su extremo anterior finaliza en una
prolongacion fibrocartilaginosa asociada al anillo cartilaginoso del vestibulo. Analizando
el recorrido del cornete nasal dorsal observaremos que rostralmente invade el lumen
nasal por medio de dos pliegues simples (Fig. 3.18C) que delimitan los meatos dorsal y
medial, ambos tapizados por mucosa respiratoria con presencia de glandulas nasales
unicamente en la pared en contacto con el meato medial (Fig. 3.18C). Posteriormente se
pone en contacto con el seno maxilofrontal, presentando mucosa olfatoria en su porcion
dorsal (Fig. 3.18D). A nivel del hueso frontal rodea medialmente el laberinto etmoidal
presentando su pared exclusivamente mucosa olfatoria (Fig. 3.18E).

b) El cornete nasal ventral -0 maxiloturbinal- es mas grueso y corto que su
homologo dorsal. Representa una evaginacion 6sea del maxilar. Este cornete presenta un
doble enrollamiento, dorsal y ventral, que ocupa gran parte de la cavidad nasal. Se halla
recubierto por un epitelio tipicamente respiratorio y una lamina propia glandular (Figs.

3.18B, C y D). Dorsalmente limita con el meato medial y ventralmente con el meato
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ventral. Nace como una prolongacion de la estructura llamativa vestibular y finaliza

poco antes del comienzo del conducto nasofaringeo (Figs. 3.14 y 3.15).

2- Los cornetes 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 dseas que se
enrollan sobre si mismas. Estas laminas se insertan por su extremo caudal o base a la
lamina cribosa del etmoides y por su borde ventral sobre la cara interna de la lamina
papiracea (Fig. 3.16). El borde medial y la extremidad rostral son libres. De estas
laminas principales parten lamelas secundarias y terciarias, formando lamelas cada vez
mas peduenias delimitando espacios anfractuosos que forman el lumen del laberinto
etmoidal. Entre los etmoturbinales se pueden diferenciar dos tipos: los ectoturbinales y
los endoturbinales. Los ectoturbinales se sitian 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 ultimos estan mas desarrollados que los ectoturbinales.
La cantidad de endoturbinales varia en las diferentes especies, en C villosus
encontramos 7 endoturbinales y en D. Aybridus 8. Los etmoturbinales estan tapizados
por mucosa olfatoria (Figs. 3.19, 3.20). Del laberinto etmoidal parte un turbinal -
denominado cornete medio- muy desarrollado. Este avanza rostralmente y se ubica entre
el cornete nasal dorsal y el ventral (Figs. 18D y E). En su extremo anterior solo su cara
dorsal se halla tapizada por mucosa olfatoria (Fig. 18D), posteriormente esta rodeado

completamente por mucosa olfatoria (Fig. 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 cornete nasal dorsal (Figs. 3.14C, 3.18B, C, D). El
meato medio en la region anterior se sitia entre los cornetes nasales dorsal y ventral

(Figs. 3.14, 18 B, C, D). En la region posterior se bifurca en una region superior -que se
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localiza entre el cornete dorsal y el cornete medio- y en una inferior que se ubica por
debajo del cornete medio y se dirige hacia el laberinto etmoidal (Fig. 3.14C). El meato
ventral discurre por debajo del cornete ventral y se dirige posteriormente hacia el
conducto nasofaringeo (Figs. 3.14Cy 3.18 B, C, D). Por la cara medial los tres meatos se
comunican entre si por un espacio que se ubica entre los cornetes y el septo nasal, el
meato comun (Figs. 18B, C, D). Este discurre desde la abertura rostral hacia la abertura
caudal de la cavidad nasal en el laberinto etmoidal.

Senos paranasales:

Los senos paranasales son cavidades anfractuosas anexas a las fosas nasales. En
estos armadillos se ha observado un tnico seno que denominamos seno maxilofrontal.
Alcanza su mayor desarrollo a nivel del sexto al octavo molar ubicandose 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. 3.18F). Se halla completamente
tapizado por un epitelio pseudoestratificado ciliado no sensorial, con una lamina propia
con abundantes glandulas nasales (Figs. 3.19, 3.20). En ambas especies este seno
presenta una unica abertura que desemboca a nivel del meato medial entre el cuarto y

quinto molar.



107

Prolongacion rostral Endoturbinales
del nasal Limina cribosa
del etomides
Cornete dorsal Meato dorsal Cornete medio
Meato medio

=N
— 0

E\

Narina Vestibulo Cornete ventral Laberinto etmoidal Coana
Organo
vestibular Meato ventral Limina basal Conducto
del etmoides nasofaringeo
Apofisis palatina’ )
3. 1 4C del maxilar

FIGURA 3.14A. Preparado sagital de la cabeza del armadillo Chaefophractus villosus. El *
senala la region donde comienza el conducto nasofaringeo. Desde la flecha (» ) hacia adelante
el septo nasal es incompleto (1.8x).
B. Preparado sagital luego de la remocion del septo nasal. Referencias en la figura 3.1C.
C. Referencias correspondientes a la figura anterior.
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Lamina cribosa Prolongacién rostral del nasal
del etmoides Endoturbinales Cornete dorsal

Meato dorsal

Cornete medio Meato medio

nasofaringeo del etmoides vestibular
Apdfisis palatina
del maxilar
3.15B

FIGURA 3.15A. Preparado sagital de la cabeza del armadillo Dasypus hybridus, luego de la

remocion del septo nasal. El * sefiala la region donde comienza el conducto nasofaringeo.
Referencias en la figura 3.2B (2x).

B. Referencias correspondientes a la figura anterior.

FIGURA 3.16. Detalle de la cavidad nasal de Dasypus hybridus, que muestra la conexion entre
los endoturbinales y la lamina papiracea del etmoides (flecha) (2x).




FIGURA 3.17A. Esquemas del craneo de Chaetophractus villosus. Vistas dorsal (1) y ventral (2).
B. Esquema sagital de la cabeza del armadillo, en la cual se indican el nivel de los cortes
de la figura 5A a 5G.



109

20 mm

Figs. 1-2. Chaetophractus villosus. Craneo: 1. dorsal; 2. ventral. (ac. agujero condilar; ai, agujero incisivo; aior,
agujero infraorbitario; amg, agujero magno; ao, agurejo oval; ara, agujero rasgado anterior; arm, agurejo rasgado
medio; arp, agujero rasgado posterior; bo, basioccipital; bs, basiesfenoides; bt, bula timp4nica; cn, cresta nucal;
co, c6ndilo del occipital; f, frontal; 1, lacrimal; ma, meato auditivo externo; mx, maxilar; n, nasal; nr, narial; ote,
orificio de la trompa de Eustaquio; p. parietal; pa, palatino; pmx, premaxilar; pzt, proceso cigomético del
temporal; so, supraoccipital; t, temporal; y, yugal. (Ex(raido dc Squarcia ¢ al.. 1993)

3.17A

Ay

3.17B




FIGURA 3.18A-G. Esquemas de cortes transversales seriados de la cavidad nasal de los
armadillos. (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, (¢) endoturbinal, (NF) conducto nasofaringeo, (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 comun.
Referencias: Cartilago

Hueso

Epitelio sensorial

Epitelio no sensorial

Limina propia glandular






FIGURA 3.19. Corte transversal de la cavidad nasal del armadillo Chaetophractus villosus (9x).
Se detallan los distintos tipos de mucosas presentes en la misma. 1. Mucosa olfatoria (1000x).
2. Mucosa del seno maxilofrontal (1000x). C. Mucosa con epitelio respiratorio. (S) septo nasal,
(f) hueso frontal, (p) palatino, (NF) conducto nasofaringeo, (SMF) seno maxilofrontal, (e)
endoturbinales. Tricromico de Masson (1000x).






FIGURA 3.20. Corte transversal de la cavidad nasal del armadillo Dasypus hybridus (9x). Se
detallan los distintos tipos de mucosas presentes en la misma. 1. Mucosa olfatria (1000x). 2.
Mucosa del seno maxilofrontal (1000x). 3. Mucosa respiratoria con limina propia glandular
(1000x). 4. Mucosa con epitelio respiratorio (1000x). 5. Transicion entre el epitelio
respiratorio y el epitelio olfatorio. (SMF) seno maxilofrontal, (m) maxilar, (4M) cuarto molar,
(S) septo nasal, (e) endoturbinales. Tricromico de Mallory (Azan) Heidenhain (1000x).






FIGURA 3.21A. Preparado del vestibulo del armadillo Chaetophractus villosus, en el cual se
aprecia la estructura vestibular (a), (m) maxiloturbinal, (n) nasoturbinal (7x).

B. Corte sagital de la region vestibular (a). (n) cartilago del nasoturbinal. Tricrémico de
Masson (5.3x).

C. Corte transversal de la region vestibular. (a) estructura vestibular, (e) espinas, (c)
cartilago. H-E (8.5x).



113




114

3.2. MICROSCOPIA OPTICA

3.2.1. CARACTERIZACION HISTOLOGICA DE LA MUCOSA OLFATORIA DE
CHAETOPHRACTUS VILLOSUS

La mucosa olfatoria estd constituida por dos componentes: un epitelio olfatorio y
la lamina propia o corién subyacente. Debajo de la lamina propia se encuentra el eje
0seo del turbinal (Fig. 3.22).

1- Epitelio. El epitelio, a nivel de microscopia dptica (MO), se compone de tres tipos de
células: a) células de sostén, b) células receptoras o sensitivas y c) células basales. La
disposicion de estas células da la apariencia de un epitelio del tipo pseudoestratificado,
debido a la disposicion de las capas de nucleos (Figs. 3.22. 3.23). El epitelio mide 77,9

* 17,6 um de altura, hallandose un minimo de 53 um y un maximo de 115,4 um.

a) Las células de sostén se hallan en la parte apical del epitelio. Presentan nticleos de
forma oval y citoplasma fuertemente basofilo. El niucleo es claro, no presenta la
cromatina 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 nucleo eucromatico (Fig. 3.25). El tipo Il presenta tanto el
citoplasma como el nticleo muy terniidos. En ambos casos se pueden diferenciar los
procesos citoplasmaticos 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 asi también unidos al epitelio por un pedicelo (Figs.
3.23B, 3.24B). Estas estructuras podria 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 nucleo
claro muy grande con un falso nucléolo central muy conspicuo. Estas células, neuronas

bipolares, tienen una prolongacién apical, la dendrita (Figs. 3.23C,. 3.24B) que se
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prologa hacia la superficie del epitelio y alli forma una proyeccion que invade el lumen
formando las vesiculas olfatorias, observadas también por las técnicas
inmunohistoquimicas (Fig. 3.36B). En los cortes semifinos las neuronas presentan un
citoplasma que varia desde ligeramente a intensamente basofilo (Figs. 3.24B, 3.25). En
el borde apical también se distinguen las vesiculas olfatorias ciliadas (Fig. 3.24B). El

axon 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 mas oscuro y el
nucleo se tirie intensamente con la cromatina dispuesta en grumos periféricos. Las
células globosas tiene citoplasma claro y el nicleo escasamente tefiido con eucromatina
dispersa. (Figs. 3.24B, 3.25). Ademas, atravesando el epitelio pueden observarse los
ductos de las glandulas de Bowman que se hallan en la ldmina propia. Estos ductos estin
formados por 3 6 4 células aplanadas con escaso citoplasma rodeando un lumen
estrecho.

La superficie externa del epitelio presenta una capa de mucus cuyas

caracteristicas histoquimicas se analizaran posteriormente.

2- Lamina propia. La lamina propia posee un grosor de 3 é 4 veces el del epitelio. Esta
formada por escasa cantidad de fibras colagenas y reticulares (Fig. 3.22). Presenta,
ademas, 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 glandulas de Bowman constituyen los elementos mas abundantes en la
lamina propia (Figs. 3.22 y 3.23). Estas glandulas exocrinas son del tipo tubuloacinares
simples ramificadas. Los adenémeros estin formados por células piramidales con
grandes nucleos esféricos basales intensamente tenidos y cromatina en grumos
periféricos. Ademas de este tipo celular es frecuente hallar células con forma muy
variada ya que se las observa cilindricas 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 adendmeros no son continuas a nivel basal, lo cual
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dificulta enormemente delimitar algunos adendmeros. El citoplasma de estas células
presenta granulos secretorios que pueden ser basdfilos o acidofilos. Asi, se puede hallar
adenomeros integramente basofilos, otros totalmente acidéfilos y algunos mixtos (Fig.
3.23A). El lumen acinar en general es estrecho e irregular, cual dificulta su observacion
al MO.

En las secciones semifinas se observa que los adendmeros estin formados por dos
tipos de células acinares. Las tipo I, son células con apariencia mucosa, se observan
granulos claros y confluyentes en todo el citoplasma (Figs. 3.26A, B). Pero a diferencia
de las tipicas mucosas el nticleo es esférico (Fig. 3.26A). Las células tipo II -de apariencia
serosa- presentan el citoplasma perinuclear basal generalmente basofilo y en el apical se
distinguen granulos oscuros y discretos (Figs. 3.26B, C). El nucleo generalmente es
esférico (Fig. 3.26C).

Los acinos pueden estar compuestos solamente por un tinico tipo de células o
pueden hallarse ambos tipos celulares en un mismo acino (Figs. 3.26B, C). También es
frecuente encontrar células acinares que no presentan ninguno de los tipos de granulos
descriptos anteriormente. Células con nucleos planos, similares a mioepiteliales son
observadas rodeando la superficie externa del acino (Fig. 3.26C). Los adendmeros se

hallan rodeados de escasas fibras colagenas y reticulares.

3.2.2. CARACTERIZACION HISTOLOGICA DE LA MUCOSA OLFATORIA DE DASYPUS
HYBRIDUS

La mucosa olfatoria esta constituida, fundamentalmente, por dos partes: un
epitelio y el conectivo subyacente o lamina propia, debajo de la lamina propia se
encuentra la varilla 6sea, que forma el eje de cada turbinal (Fig. 3.27).

1) Epitelio. En una seccién histoldgica el epitelio olfatorio presenta una altura de
75,38 + 6,2 um, con un minimo de 68,6 um y un maximo de 90,48 um. Esta formado,
a nivel de microscopia Optica, por varias capas de ntucleos ubicados a diferentes alturas,
lo cual aparentemente estaria indicando que se trataria 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 0 neuronas olfatorias y c)
las células basales (Fig. 3.27).

a) Las células de sostén se hallan en la parte apical del epitelio en contacto con la
superficie. Estas células presentan citoplasma basofilo y niicleos de forma oval y
elongados, tipicos de células cilindricas. El nucleo se tifie mds intensamente que el
nucleo de las neuronas y la cromatina se dispone en pequefios grumos. En algunas
células se puede observar el nucléolo (Fig. 3.28B). En los cortes semifinos se diferencian
un unico tipo de células de sostén. Presenta el citoplasma basofilo y el nucleo se tifie
menos intensamente que los ntucleo de las neuronas (Figs. 3.29A, B). En el borde apical
del epitelio se pueden observar algunas vesiculas olfatorias y un ribete en cepillo muy
alto (microvellosidades) (Figs. 3.29A, B).

b) Las células sensoriales o receptoras forman la capa media de células dentro del
epitelio. Esta capa, generalmente, estd formada por 5 6 6 capas de neuronas. En los
cortes semifinos se pueden observar que las vesiculas olfatorias presentan cilias (Fig.
3.29). Poseen, ademas, un gran nucleo central con uno o dos falsos nucléolos pequeros
y cromatina dispuesta en pequenos grumos periféricos (Figs. 3.28B, 3.29).

¢) Las células basales se hallan en la parte basal del epitelio, descansando sobre la
membrana basal. Pueden presentar dos formas: ligeramente aplanadas (u oscuras) o
globosas (o claras). Las células basales globosas presentan un citoplasma escasamente
tefiido y un nucleo claro (Fig. 3.29B). Las células basales aplanadas tienen el citoplasma
y el nuicleo mas intensamente tefiido (Fig. 3.29B).

Adicionalmente, puede observarse los ductos y los cuellos de las glandulas de
Bowman que atraviesan el epitelio, para alcanzar la superficie. El conducto de las
glandulas de Bowman se encuentra generalmente formado por 3 6 4 células, con
nucleos planos muy tefiidos y escaso citoplasma formando el conducto (Fig. 3.28B).
También, en la parte basal del epitelio se pueden encontrar algunas células glandulares
que forman el cuello de las glandulas, haciendo protrusion en el epitelio (Fig. 3.28A, B).

La superficie del epitelio se encuentra recubierta por una capa de mucus, cuyas

caracteristicas histoquimicas analizaremos mas adelante.

2) Lamina propia. La lamina propia subyacente al epitelio posee un espesor que

puede ser de dos a tres veces el del epitelio olfatorio. Contiene escasas fibras colagenas y
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reticulares y escasos componentes celulares del tejido conectivo como fibrocitos y
algunos elementos sanguineos. Ademas, presenta grandes senos venosos de paredes muy
delgadas y una enorme cantidad de paquetes nerviosos en su gran mayoria del tipo
amielinico, que probablemente correspondan a los nervios olfatorios. Es caracteristica la
presencia de nucleo de células de Schwann dentro de los paquetes nerviosos. Estos
paquetes nerviosos se hallan rodeados por fibras coldgenas y fibras reticulares (Fig.
3.28C). También pueden observarse, especialmente en el septo nasal, paquetes de
axones mielinicos que corresponderian a la inervacion proveniente del nervio
trigémino.

Uno de los componentes mas importantes de la lamina propia esta constituido
por una gran cantidad de glindulas de Bowman. Las glandulas de Bowman son
glandulas exocrinas, tubuloacinares simples ramificadas (Fig. 3.28A). Estos adendmeros
presentan una disposicion complicada. Segun la seccion del corte, pueden observarse
redondeados, tubulares, 0 como masas celulares de forma irregular (Fig. 3.28A). El
lumen acinar, en general es estrecho, lo cual hace dificil su observacion al MO. Sin
embargo, algunos acinos presentan un lumen distinguible de contorno generalmente
irregular.

Los adendmeros estan 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
cilindricas, sin embargo algunas presentan formas de clavas con un extremo angosto en
contacto con el lumen, ofras son cilindricas pero el eje mayor es paralelo al lumen
glandular (Figs. 3.30A, B). Una caracteristica muy llamativa de la mayoria de los
adendmeros es que sus células no son continuas a nivel basal, lo que determina que la
base del acino presente contornos irregulares (Figs. 3.30A, B, C). Existen dos tipos
celulares, los que solo pueden distinguirse en las secciones semifinas. El tipo I son
células de apariencia mucosa: son células que presentan numerosas vacuolas claras en
la porcién apical de la célula -raras veces las vacuolas rodean el nucleo-, en las cuales
las vacuolas -aparentemente- han perdido parte de sus limites, anastomosandose unas
con otras (Figs. 3.30A, B, C, D). Las formas celulares son muy variadas. Se diferencian de

las tipicas mucosas de otras glandulas ya que el nucleo es esférico. Las células tipo Il son
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células de apariencia serosa, presentan numerosas vacuolas pero a diferencia de las tipo
[ se las observa oscuras, no anastomdsicas. La forma celular es piramidal o cilindrica,
siempre de menor tamaiio que las tipo I. Los nticleos generalmente son redondeados
aunque también pueden ser irregulares u ovales (Figs. 3.30A, B, C, D).

Los adendmeros generalmente son mixtos, presentando ambos tipos celulares. Las
secreciones que son producidas en las células que forman los adenémeros 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 colagenas.

Los ductos de las glandulas de Bowman, como se mencioné anteriormente, se
hallan formados por 3 6 4 células con nicleo plano y escaso citoplasma (Figs. 3.28B,
3.29A). En la mayoria de los casos puede observarse material secretorio dentro del

lumen de los conductos. (Fig. 3.28B)



FIGURA 3.22. Mucosa olfatoria del armadillo Chaefophractus villosus. Se diferencia el
epitelio (E) y la limina propia. (N) nervio olfatorio, (G) glindulas de Bowman, (V) seno
venoso, (H) turbinal éseo. Tricromico de Masson (400x).
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FIGURA 3.23A. Mucosa olfatoria del armadillo Chaetophractus villosus. Obsérvese los
diferentes tipos celulares: células de sostén (s), neuronas olfatorias (n), células basales (b). Se
distinguen la distintas afinidad tintorial de las células acinares de las glandulas de Bowman (g).
Tricromico de Mallory (Azan) Heidenhain (400x). .

B. Detalle de la region apical del epitelio, donde se aprecian las protrusiones apicales

(). Tricrémico de Masson (1000x).

C. Detalle de las neuronas olfatorias en algunas de las cuales se han marcado las

dendritas apicales (flecha) (»). Técnica de Holmes (1000x)
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FIGURA 3.24A. Mucosa olfatoria del armadillo Chaefophractus villosus. (E) epitelio, (G)
glandulas de Bowman, (N) nervio olfatorio. Azul de toluidina (250x)

B. Detalle de la region apical del epitelio olfatorio de Chaetophractus villosus, en el cual
se observan las protrusiones apicales de las células de sostén (*). (s) células de sostén, (0) células
de sostén oscuras, (b) células basales claras, (n) neuronas, (d) dendrita apical, (v) vesicula
olfatoria, (flecha) célula de sostén oscura, (v) vesicula olfatoria . Azul de toluidina (1000x).

FIGURA 3.25. Epitelio olfatorio de Chaetophractus villosus con los distintos tipos celulares:
células de sostén claras (s), células de sostén oscuras (flecha), neuronas (n), células basales
oscuras (0), células basales claras (b). (G) glandulas de Bowman, (N) nervios olfatorios. Azul de
toluidina (1000x).






FIGURA 3.26A. Acinos de las glandulas de Bowman con numerosas células de apariencia
mucosa (1) y escasas células tipo serosas (2). (E) epitelio, (N) nervio olfatorio, (a) arteria
pequenia, (c) capilar. Azul de toluidina (1000x).

B. Células del tipo mucosas con grénulos claros y confluyentes (1) y células del tipo
serosas con granulos oscuros y discretos (2). (E) epitelio, (N) nervio olfatorio. Azul de toluidina
(1000x).

C. Acinos de las glandulas de Bowman de Chaetophractus villosus con células
glandulares de apariencia mucosa (1) y células tipo serosas (2). (E) epitelio, (0) célula basal
oscura, (N) nervio olfatorio, (flecha) nicleo plano basal. Azul de toluidina (1000x).
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FIGURA 3.27. Mucosa olfatoria de Dasypus hybridus. Se diferencia el epitelio (E) y la limina
propia. (G) glandulas de Bowman, (N) nervio olfatorio, (S) senos venosos, (H) turbinal éseo, (D)
ductos de las glindulas de Bowman. Tricromico de Mallory (Azan) Heidenhain (250x).



EPITELIO

LAMINA
PROPIA




FIGURA 3.28A. Aspecto general de la mucosa olfatoria de Dasypus hybridus. Se aprecia el epitelio
olfatorio (E) y la limina propia con abundantes glandulas de Bowman tibuloalveolares (G). En el
centro del preparado se observa una glindula cuyo lumen se continua en el ducto (D) que
atraviesa el epitelio. (s) seno venoso, (H) turbinal 6seo, (flecha) transicion entre el epitelio olfatorio
y el respiratorio. Tricrémico de Mallory (Azan) Heidenhain (250x).

B. Detalle del epitelio olfatorio en el cual se observa células de sostén (s), células basales
oscuras (0) y neuronas (n). El epitelio estd atravesados por un conducto (D) de la glindula de
Bowman (G), el cual esta formado por células ductales (d). (») falso nucledlo. En la base de los
ductos se ven células glandulares que forman los cuellos de las glandulas (k). (S) seno venoso,
(flecha) falso nucléolo. Tricrémico de Mallory (Azan) Heidenhain (1000x).

C. Detalle de un nervio olfatorio amielinico. Se observan las células de Schwann (s) y escasa

fibras colagenas rodeando al paquete nervioso (») (1000x).






FIGURA 3.29A. Seccion semifina de la mucosa olfatoria de Dasypus hybridus. En el epitelio se
observan las células de sostén (s), neuronas (n), células basales claras (b) y células basales oscuras
(0) y los ductos de las glindulas de Bowman (d). En la limina propia se aprecian las glindulas de
Bowman (G). (*) célula basal en mitosis. Azul de toluidina (400x).

B. Detalle del epitelio olfatorio para distinguir los tipos celulares. En el borde apical del

epitelio se observa un ribete en cepillo muy alto (microvellosidades) y las vesiculas olfatoria
(flecha). Azul de toluidina (1000x).






FIGURA 3.30. A, B, C, D. Las gliandulas de Bowman (G) de Dasypus hybridus presentan formas
muy variadas. Pueden ser piramidales o cilindrica (A,B,C,D). Otras tienen forma de clava (*) (A) o
cilindricas con el eje mayor paralelo al lumen (flecha) (B). (n) mucus, (v) vénula. Azul de toluidina
(1000x).
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3.3. ESTUDIOS HISTOQUIMICOS

3.3.1. ESTUDIOS HISTOQUIMICOS DE LA MUCOSA OLFATORIA DE
CTIAETOPHRACTUS VILLOSUES.

3.3.1.1. GLICOCONJUGADOS
a) HISTOQUIMICA CLASICA

Las células de sostén poseen GC neutros en la zona apical, donde se observa una
reaccion fuertemente PAS+. Resultados similares a los anteriores se han registrado en la
zona basal del epitelio olfatorio y en la mayoria de los acinos de las glandulas de
Bowman, lo cual indica la presencia de GC neutros tanto en las células basales como en
la membrana basal (Fig. 3.31A) y en la mayoria de las células acinares. Los datos
obtenidos con la reaccion del PAS no descartan la presencia de GC acidos. Estos
probablemente sean debidos a los residuos de acido sidlico presentes en los GC, lo cual
se comprobd con la utilizacion de la técnica de la oxidacion selectiva de Volz y col.
(1987). Este método no sdlo revel la presencia de acido sidlico, sino que ademas se
pudo inferir que presentaban sustituyentes acetilados en sus cadenas laterales.

Por otra parte, las glandulas de Bowman presentan GC acidos carboxilados y
sulfatados, debido a que se obtiene reaccion positiva con AB 2.5 y 0.5 (Fig. 3.31B). La
presencia de GC acidos sulfatados y carboxilados se comprobo, ademas, utilizando la
técnica del AB/AY y de la orceina/AB, que permite apreciar la presencia de células
glandulares con GC sulfatados, algunas con GC carboxilados exclusivamente y ofras con
ambos tipos de GC (Fig. 3.31C). En todos los casos se observaron células glandulares que
no presentan reaccion alguna. La presencia de GC acidos sulfatados y carboxilados
también se observo en el mucus que reviste la superficie del epitelio olfatorio y en los
ductos de las glandulas de Bowman.

La combinacion AB/PAS permitio diferenciar GC neutros y acidos en una misma

preparacion. (Figs. 3.31D, E). La region basal del epitelio presenta GC neutros
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exclusivamente. Las glindulas de Bowman poseen células glandulares que contienen
solamente GC 4cidos, células glandulares con GC neutros exclusivamente y células
glandulares con ambos tipos de GC (Fig. 3.31E). Los ductos de las glandulas de Bowman
presentan GC acidos y neutros (Fig. 3.31D).

La capa de mucus que se halla tapizando la superficie luminal del epitelio
presenta una marcada division en dos regiones: una externa o superficial y una interna
o profunda. La capa superficial reacciona positivamente al AB (a ambos pH estudiados),
y por lo tanto presenta GC acidos carboxilados y sulfatados. La capa profunda presenta
reaccion PAS+, indicativa de la presencia de glicoconjugados neutros.

Los resultados de las técnicas histoquimicas del Chactfophractus villosus se

encuentran en la tabla 3.11I

b) HISTOQUIMICA MEDIANTE EL USO DE LECTINAS

El epitelio olfatorio presenta reaccion con la lectina PNA, especialmente en las
vesiculas olfatorias y en el citoplasna supranuclear de las neuronas (Fig. 3.33E). La
secrecion que reviste el epitelio olfatorio muestra tincion con la lectina WGA (Figs.
3.33C, D), lo cual implica la presencia de N-acetilgalactosamina terminal y en menor
proporcidn acido sialico. La secrecidon no presenta reaccion con SBA ni con PSA. Cabe
aclarar que los ductos de las glandulas de Bowman que atraviesan el epitelio presentan
reaccion positiva con SBA.

Las glandulas de Bowman de la lamina propia presenta reaccidon positiva con
PSA, WGA, PNA y SBA. Lo cual se deberia a la presencia de N-glicosidil con centros
fucosilados, N-acetilglucosamina, acido sialico, galactosamina y N-acetilgalactosamina

terminal y ademas, de residuos de N-acetilgalactosamina (Figs. 3.33A, B, C, D, E, ).

Los resultados de las técnicas histoquimicas utilizando lectinas del

Chaetophractus villosus se encuentran en la tabla 3.IV
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Tabla 3.11I. Estudios histoquimicos de la mucosa olfatoria de
Chaetophractus villosus.

EPITELIO SECRECION GL. DE LA LAMINA
TECNICA PROPIA
Regién Region | Capa ext. | Capa int. Cel. Ductos
apical basal acinares
PAS ++ +++ - ++ +++ +++
AB 2.5 - - +++ - +++ ++
AB 0.5 - - +++ . +++ ++
AB/AY - - +AB/AY | +AB/AY | ++AB, |+++AB/
++AY AY
+++AB/
AY
PAS/AB - +++PAS ++AB ++PAS ++AB ++AB
++PAS | ++PAS
+++PAS
/AB
PA*S! - - + +++ -
KOH/PA$? + - - + ++ -
PA*S/Bh/K - + - + +++ -
OH/PAS?
KOH/PA*S - + - + +++ -
/Bh/PAS?
Orceina/ - - +++AB | +Orc.? |++Orc/A|+Orc./A
AB B B
+ Orc.
+AB
Azur A - - ++ - ++ ++
Metilacion - - ++ - ++ ++
37°C
Metilacion - - - - - -
60°C
Referencias: +++: Reaccion fuerte; ++: Reaccion moderada; + Reaccion débil; -: No se

presenta reaccion. ! Acidos sialicos sustituidos en C; y Co. 2 Acidos sialicos totales. 3 Acidos
sidlicos no sustituidos en C7 y Co. * Azucares neutros.
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Tabla 3.1V. Estudios histoquimicos utilizando lectinas, de la mucosa olfatoria del
Chaetophractus villosus.

LECTINAS EPITELIO SECRECION GL. DE BOWMAN
PSA - - ++
WGA - ++ ++
PNA + vesiculas olfatorias

+ citoplasma.
supranuclear de las

neuronas

SBA ~ ++

3.3.1.2. LIFIDOS

Las técnicas de Sudan Black en propilenglicol y Azul de Nilo han dado resultados
positivos en la region apical, algunos granulos en la region basal del epitelio y en

algunas células glandulares de la lamina propia (Fig. 3.32).

3.3.1.3. PROTEINAS

Las técnicas de Ninhydrina-Schiff y de Azul de bromofenol demostraron reaccién

positiva en la parte apical del epitelio y en escasas células acinares.
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3.3.2- ESTUDIOS HISTOQUIMICOS DE LA MUCOSA OLFATORIA DE DASYPUS
HYBRIDUS.

a) GLICOCONJUGADOS

Los criterios histoquimicos en cuanto al analisis de los resultados fueron los
mismos que los expuestos para el caso de Chaetophractus villosus, y por lo tanto, nos
limitaremos a resumir los datos mas importantes hallado en el armadillo Dasypus
hybridus.

Los resultados histoquimicos 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 reaccién
fuertemente PAS positiva (Fig. 3.34A, D), lo cual indica la presencia de GC neutros en
esa region del epitelio. En los ductos de las glandulas de Bowman que atraviesan el
epitelio olfatorio se detecta la presencia de GC neutros y GC acidos tanto carboxilados
como sulfatados, utilizando la técnica de AB 2.5 y 0.5 (Fig. 3.34A).

En cuanto a los elementos de la lamina propia, las glindulas de Bowman
presentan gran cantidad de GC neutros y acidos tanto carboxilados como sulfatados,
debido a que se obtiene reaccion positiva tanto con PAS (Fig. 3.34A, B), como con AB 2.5
y 0.5 (Fig. 3.34C), AB/PAS (Fig. 3.34E) y orceina/AB. Se observan células glandulares
que contienen solamente GC acidos, otras con GC neutros exclusivamente y algunas con
ambos tipos de GC. La presencia de GC acidos sulfatados y carboxilados se comprobd
utilizando la técnica de AB/AY, donde también se observan células glandulares con GC
acidos sulfatados, otras con GC carboxilados exclusivamente y en la gran mayoria 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
reaccion alguna. Los ductos de las glandulas de Bowman presentan una mayor cantidad
de GC acidos en comparacion con los neutros (Fig. 3.34B). La metilacion (a 37° y a 60°)

confirman los resultados expuestos anteriormente.
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Las diferentes técnicas combinadas de peroxidacion selectiva confirmaron la
presencia de GC con residuos de acidos sidlico en la parte apical de las células de sostén
y en la capa interna del mucus. Por otro lado, en las glandulas de Bowman la positividad
de la técnica KOH/PA*S junto con la ausencia de tincion de el método
PA*S/Bh/KOH/PAS en las células glandulares permitieron revelar la existencia de acido
sialico, 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 divisién en dos regiones: una externa o superficial y una interna
o profunda. Lla capa superficial presenta una fuerte reaccion AB+ (a ambos pH
estudiados), lo cual indica la presencia de GC acidos carboxilados y sulfatados. La capa
profunda presenta reaccion PAS+, indicativa de la presencia de glicoconjugados neutros
y débilmente acidos.

Los resultados de las técnicas histoquimicas de Dasypus hybridus se encuentran
en la tabla 3.V ‘

b) ESTUDIOS HISTOQUIMICOS MEDIANTE EL USO DE LECTINAS

El epitelio olfatorio presenta reaccion en el borde apical con la lectina WGA, lo
cual indica la presencia de N-acetilglucosamina y 4cido silico en el extremo apical de
las células de sostén (Fig. 3.35A). La lectina PNA da reaccién positiva en el citoplasma
perinuclear de las neuronas olfatorias y en algunos knobs dendriticos apicales (Fig.
3.35G). Ademas, se observa marca en algunos axones de los nervios olfatorios que se
encuentran en la lamina propia (Fig.3.35A).

La secrecion que reviste el epitelio olfatorio muestra tincién sélo con la lectina
WGA, lo cual implica la presencia de glicoconjugados que presentan N-
acetilgalactosamina (Fig. 3.35A). La secrecion no presenta reaccion con PSA, BSA y PNA.

Las glandulas de Bowman de la lamina propia presenta reaccion positiva con
WGA y SBA (Fig. 3.34A, B, C, D). Lo cual indica la presencia de N-acetilgalactosamina,

N-acetilglucosamina y acido sidlico.
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Tabla 3.V. Estudios histoquimicos de la mucosa olfatoria de Dasypus hybridus.

EPITELIO SECRECION GL. DE LA LAMINA
TECNICA PROPIA
Regién Region Capa Capa Células | Ductos
apical basal externa | interna | acinares
PAS + ++ - ++ +++ ++
AB 2.5 . . ++ - ++ ++
AB 0.5 - - ++ - ++ ++
AB/AY - - ++ ++ +AB, |++AB/A
+AY Y
++AB/A
Y
PAS/AB - ++PAS +AB +PAS +AB ++AB
++PAS +PAS
+++PAS
/AB
PA*S! ++ - - + ++ ++
KOH/PAS? ++ - - + ++ ++
PA*S/Bh/K - - - - + -
OH/PAS3
KOH/PA*S - - - - +++ ++
/Bh/PAS4
Orceina/A - - ++ ? ++QOrc/A| ++O0rc./
B B AB
+ Orc.
+AB
Azur A - - ++ - ++ ++
Metilacion - - ++ ~ ++ ++
37°C
Metilacion - ~ - - - -
60°C

Referencias: +++: Reaccion fuerte; ++: Reaccion moderada; + Reaccion débil; -: No se

observa reaccion.! Acidos sialicos sustituidos en C7 y Co. 2 Acidos sialicos totales. * Acidos
sidlicos no sustituidos en C; y C9. ¢ Azucares neutros.
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Tabla 3.VI. Estudios histoquimicos utilizando lectinas, de la mucosa olfatoria de

Dasypus hybridus.

LECTINAS EPITELIO SECRECION GL. DE BOWMAN
PSA - - -
WGA + en células de ++ ++

sostén
+ Citoplasma
supranuclear de
neuronas.
FNA + en knobs
) olfatorios!
SBA - . ++

! También se observo reaccidn positiva en algunos axones de los paquetes de nervios olfatorios.

3.3.2.2. LIPIDOS

Se ha detectado la presencia de lipidos utilizando las técnicas de Sulfato de Azul
de Nilo y Sudan Black en propilenglicol. Se hallé una intensa tincion en el borde apical

del epitelio y en las células glandulares. También se observaron granulos en la region

basal del epitelio.

3.3.2.3. PROTEINAS

Las técnicas de azul de bromofenol y la de Ninhydrina-Schiff, han detectado la

presencia de proteinas en la parte apical del epitelio y en algunas células glandulares.




FIGURA 3.31. Deteccion de glicoconjugados en el armadillo Chaefophractus villosus.

A. Deteccion de glicoconjugados neutros. Reaccion PAS positiva en la porcion apical
del epitelio, en la region basal del epitelio y en algunas glandulas de Bowman. (*) células que
no presentan reaccion PAS positiva (400x).

B. Deteccion de glicoconjugados y glicosaminoglicanos dcidos sulfatados. Reaccion AB
0.5 positiva en el borde apical del epitelio, en las glindulas de Bowman y en los ductos de las
glandulas. AB-Hematoxilina (1000x).

C. Deteccion de glicoconjugados y glicosaminoglicanos 4cidos sulfatados y
carboxilados. Las glandulas de Bowman y los ductos que atraviesan el epitelio presentan
reaccion AB/AY positiva. AB/AY-Hematoxilina (1000x).

D. Deteccion de glicoconjugados acidos y neutros utilizando la técnica combina de
PAS y AB pH 2.5. Las glandulas de Bowman presentan reaccion PAS/AB positiva. La parte
basal del epitelio presenta reaccion PAS positiva. La secrecion que cubre el epitelio presenta
una region PAS positiva inferior y una region AB superior (flecha) (400X).

E. Detalle de una acino de una glindulas de Bowman en el cual se observan células
PAS positivas, células PAS/AB positivas y células que no presentan reaccion. AB/PAS (1000x).

FIGURA 3.32. Deteccion de lipidos mediante la técnica de Sudan en propilenglicol. El
citoplasma apical de las células de sostén (s) presenta una importante reaccién positiva
(250x).
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FIGURA 3.33. Identificacion de glicoproteinas mediante el uso de lectinas.
A. SBA tifte las glandulas de Bowman de la lamina propia del armadillo Chaetophractus
villosus (E) epitelio (250x).
B. La lectina SBA marca las glandulas de Bowman (G) en la limina propia (LP) y los ductos
de las mismas que atraviesan el epitelio (E) (400x).
C. WGA marca la secrecion que recubre el epitelio (e), las glandulas de Bowman (G) y
los ductos (flecha).
D. Detalle de la secrecion que recubre el epitelio (e). (1000x).
E. La lectina PNA tifie las vesiculas olfatorias de las neuronas (flecha) en el epitelio (e) y
algunas glandulas de Bowman en la lamina propia (Ip) (250x).
F. PSA tirie las células acinares de las glindulas de Bowman (G). El epitelio (E) no
presenta reaccion positiva (400x).
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FIGURA 3.34. Deteccion de glicoconjugados en el armadillo Dasypus hybridus.

A. Deteccion de glicoconjugados neutros. Reaccion PAS positiva en la porcion apical de las
células de sostén (s), en la region basal del epitelio y en algunas glandulas de Bowman. El ducto (D)
que atraviesa el epitelio también presenta reaccion PAS positiva. (N) nervio olfatorio (400x).

B. Detalle de las glandulas de Bowman en el cual se observa que la mayoria de las células
glandulares presentan reaccion PAS positiva. (g) células acinares que no muestran reaccion, (E)
epitelio. PAS-Hematoxilina (1000x)

C. Deteccion de glicoconjugados y glicosaminoglicanos dcidos sulfatados. Reaccion AB 0.5
positiva en la secrecion que recubre el epitelio y en las glindulas de Bowman. (N) nervio. AB-
Hematoxilina (400x).

D. Deteccion de glicoconjugados y glicosaminoglicanos acidos sulfatados y carboxilados. Las
glandulas de Bowman presentan reaccion AY y AB/AY positiva. AB/AY-Hematoxilina (1000x).

E. Deteccion de glicoconjugados dcidos y neutros utilizando la técnica combina de PAS y AB
pH 2.5. El borde apical de las células de sostén (s) y la region basal del epitelio (b) presenta
reaccion PAS positiva. Las glandulas de Bowman (G) presentan reaccion PAS/AB positiva. La
secrecion que cubre el epitelio presenta una region levemente (E) epitelio. PAS positiva inferior y
una region AB superior (flecha) (400X).
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FIGURA 3.35. Identificacion de glicoproteinas mediante el uso de lectinas en la mucosa olfatoria de
Dasypus hybridus.

A. WGA tirie la secrecion que recubre el epitelio (E), las glindulas de Bowman (G) y los
ductos de las mismas (flechas) (400x).

B. Detalle de una glindula de Bowman (G)en el cual se observan algunas células acinares
marcadas y otras que presentan marca (1). (E) epitelio (1000x).

C. La lectina SBA marca tunicamente células acinares de las glaindulas de Bowman (G). (E)
epitelio (400x).

D. Detalle de un acino glandular en el cual se aprecia las diferentes intimidades de tincion
con WGA (1000x).

E. PNA marca unicamente las vesiculas olfatorias de las neuronas (»). También se observa
alguna marca en el citoplasma apical de las mismas. (E) epitelio (1000x).
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3.4. ESTUDIOS INMUNOHISTOQUIMICOS

Para completar la caracterizacion morfologica e histoquimica se considerd
necesaria una caracterizacion a nivel bioquimico, de manera tal que nos permitiese
analizar algunos de los componentes mas importantes tanto de las neuronas olfatorias,
asi como también de las otras células que componen tanto el epitelio olfatorio como los

constituyentes de 1a lamina propia subyacentes.

3.4.1. ESTUDIOS INMUNOHISTOQUIMICOS DE LA MUCOSA OLFATORIA DE
CHAETOPHRACTUS VILLOSUS.

El anticuerpo OMP reacciona con la proteina o con una proteina similar que se
halla unicamente en el citoplasma de las neuronas receptoras olfatorias (Figs. 3.36A, B).
Con el anticuerpo anti OMP, se observé inmunorreactividad en las células sensoriales
del epitelio olfatorio. Se diferencia el soma y las dendritas intensamente tenidos. El axén
se iInmunomarca menos intensamente y se lo observa solo ocasionalmente (Fig. 3.36B).
También se diferencian los kzobs dendriticos que hacen protrusion hacia el lumen. No
se observa inmunorreactividad de los ofros tipos celulares dentro del epitelio. En la
lamina propia se observé inmunomarcacion en todos los paquetes nerviosos, y no se
distinguié marcacion en ninguna otra estructura de la lamina propia (Fig. 3.36A).

Por otro lado, se utiliz6 un anticuerpo (PGP 9.5) que funcionaria como un
marcador neuronal especifico. El PGP 9.5 se distribuy6 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 protrusion hacia el lumen (Fig. 3.37B).
También se observé inmunomarca en los nervios que se encuentran en la lamina propia
(Fig. 3.37A).

Para analizar la presencia de neurofilamentos en las neuronas olfatorias hemos
utilizado anticuerpos anti-neurofilamentos. No se obtuvo marca con los anticuerpos

contra neurofilamentos de 160 y 200kD en ninguna célula del epitelio.
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Por otro lado, dado el caracter 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 citoqueratina 5, 6 y 18 (NCL-34) y anti vimentina han dado
resultados positivos en las células basales oscuras del epitelio en ambos casos (Fig. 3.38).
Las células, de apariencia aplanadas, se observaron como una tunica hilera en la base del
epitelio.

Otros anticuerpos que también indican la presencia de citoqueratinas, presentan
una distribucion diferente de la reactividad a la obtenida con los anticuerpos
mencionados  anteriormente. Los anticuerpos anti-CTK18 y anti-KS8-pan
inmunomarcaron algunas glandulas de Bowman de la lamina propia (Figs. 3.40, 3.41).
Ninguno de los dos anticuerpos presentd reaccion en el epitelio. La inmunomarca con
anti-CTK18 se ubico principalmente en la parte basal de las células acinares. En cambio,
la marca con KS8-pan se distribuyé en toda la célula acinar.

Para analizar la inervacion de la mucosa olfatoria, se utilizo el anticuerpo anti-
VIP. Este presenté inmunomarcacion en el borde apical del epitelio olfatorio (Fig.), por lo
tanto la marca se podria ubicar tanto en las cilias de las neuronas como en el mucus que
rodea las cilias. En la lamina propia se observd, ademas, inmunomarcacion en las
paredes de los vasos sanguineos.

Las células basales claras se marcaron con el anticuerpo PCNA - que marca
células en proliferacion o en division- indicando asi la posible actividad regenerativa de
estas células (Figs. 3.43A, 3.43B).

Por otro lado, la inmunoreactividad para GAP43 se distribuyé en algunas
neuronas olfatorias y en algunos filetes olfatorios en la lamina propia, probablemente en
aquellos que estén en algun grado de maduracion y crecimiento (Fig. 3.44A, B).

Los resultados anteriores se resumen en la Tabla 3.VII
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Tabla 3.VII: Resultados inmuohistoquimicos de la mucosa olfatoria del
Chaetophractus villosus.

Antisueros| EPITELIO OLFATORIO LAMINA PROPIA
o]
Anticuerpq  CS NO CBO CBC BA AO GB TC
S
Anti OMP - +++ - - - +++ N -
Anti PGP - +++ - - - +++ - -
9,5
Anti Nf - - - - - - - ~
160
Anti Nf - - - - - - - -
200
Anti LP 34 - - ++ . - - - .
Anti VIM| - - ++ - - - - -
Anti VIP + - - - + - N Y
Anti CTK - - - - - - +2 .
18
Ant1 KS8- - - - - - - +2 -
pan
Anti PCNA| - - - ++ - - - .
Anti GAP - ++3 - - - ++ B -
43

Referencias: ! : Vasos sanguineos del tejido conectivo; 2 : Reaccion positiva en algunas
glandulas de Bowman,; 3 : SOlo en neuronas de diferenciacién. CS: Células de sostén; NO:
Neuronas olfatorias;, CBO: Célula basal oscura;, CBC: Célula basal clara; BA: Borde
apical; AO: Axones olfatorios; GB: Glandulas de Bowman; TC: Tejido conectivo.

3.4.2. ESTUDIOS INMUNOHISTOQUIMICOS DE LA MUCOSA OLFATORIA DE
DASYPUS HYBRIDUS.

Al igual que para el caso de Chaetophractus villosus se utilizaron anticuerpos
para caracterizar los componentes de la mucosa olfatoria

Con el anticuerpo especifico para la marcacion de neuronas olfatorias (OMPF) se
obtuvo una reaccion 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 teriidos y solo se los

reconoce ocasionalmente (Figs. 3.45A, B). Las neuronas se observan con el citoplasma
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oscuro, el niicleo claro y las dendritas proyectandose hacia la superficie del epitelio para
finalizar en las vesiculas olfatorias que hacen protrusion en el lumen. (Fig. 3.45). No se
observo reactividad ni en las células de sostén ni en las células basales. En la lamina
propia se diferenci6 imunoreactividad en los nervios olfatorios subyacentes (Fig. 3.45A).

Con el anticuerpo PGP 9.5, se obtuvo una marca muy similar a la observada con
el OMP. Se observa inmunorreactividad en las neuronas sensoriales del epitelio olfatorio
y en los paquetes nerviosos de la lamina propia (Fig. 3.46A). Las neuronas presentan el
soma y la dendrita intensamente tefiidos (Fig. 3.46B).

No se han obtenido resultados positivos con los anticuerpos contra
neurofilamentos de 160 y 200kD.

El VIP muestra una fuerte reaccion positiva en el borde apical del epitelio
olfatorio. La microscopia dptica no nos permite resolver si la inmunomarca pertenece a
las cilias de las neuronas olfatorias o al mucus que rodea a las cilias (Fig. 3.46C).
También se observé inmunomarcacion en los vasos sanguineos de la lamina propia.

El anticuerpo CTK18 demostré que aparentemente se estaria expresando una
proteina similar a la citoqueratina 18 en la regién apical de las células de sostén. Por
otro lado, no se ha obtenido reacciéon positiva al utilizar el anticuerpo LP34, que
identifica las citoqueratinas 5,6 y 18.

Los datos mencionados anteriormente se resumen en la Tabla 3.VIII.

Tabla 3.VIII : Resultados inmuohistoquimicos de la mucosa olfatoria de
Dasypus hybridus.

Antisueros EPITELIO OLFATORIO LAMINA PROPIA
o
Anticuerpo§ CS NO CBO CBC BA AO - GB TC
Anti OMP - +++ - - - +++ - -
Anti PGP - +++ - - - +++ - -
9,5
Anti Nf 160 - - - - - - - -
Anti Nf 200 - - - ~ - - - -
Anti VIP - - - - ++ - N +2
Anti LP 34 ~ - ~ - - - - -
Anti CTK +1 - - - - - - -
18
Referencias: ! : 86lo en el borde apical de las células de sostén; 2 : Reaccidn positiva los vasos
sanguineos de la lamina propia. CS: Células de sostén; NO: Neuronas olfatorias, CBO:
Célula basal oscura; CBC: Célula basal clara; BA: Borde apical; AO: Axones olfatorios; GB:
Glandulas deBowman; TC: Tejido conectivo.




FIGURA 3.36A. Inmunorreactividad a OMP en la mucosa olfatonia de Chaefophractus
villosus. En el epitelio (E) se observa reaccion en las neuronas, en la limina 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 vesiculas olfatorias (»). (LP) lamina propia. (1000x).

FIGURA 3.37A. Inmunorreactividad a PGP 9.5 en la mucosa olfatoria de Chaetophractus
villosus. Hay intensa reaccion en las neuronas en el epitelio (E) y en los nervios olfatorios (N)
en la lamina propia (250x).

B. Intensa inmunorreaccion positiva a PGP 9.5 se observa en el citoplasma de las
neuronas. Se observa, ademas, reaccion en las dendritas apicales de las neuronas receptoras

(). (LP) lamina propia. (1000x).

FIGURA 3.38. Inmunorreactividad a LP34. Las células basales oscuras (flecha) del epitelio (E)
presenta reaccion positiva. No se ve reaccion en la lamina propia (LP). (400x).

FIGURA 3.39. Inmunorreactividad a vimentina. Las células basales oscuras (») del epitelio (E)
presenta reaccion positiva (400x).
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FIGURA 3.40. Inmunorreactividad a citoqueratinas 5,6, y 18 (PKS8-pan). No se observa marca en
el epitelio (E). En la ldmina propia (LP) hay reaccion positiva en las glindulas de Bowman (G)
(400x).

FIGURA 3.41. Inmunorreactividad a citoqueratina 18 (CTK18). No se observa marca en el epitelio
(E). En la limina propia (LP) hay reaccién positiva en las glandulas de Bowman (G) (400x).

FIGURA 3.42. Inmunorreactividad a VIP en la mucosa olfatoria de Chaefophractus villosus. Se
observa reaccion en el borde apical del epitelio (E). La lamina propia (LP) no presenta reaccién
(400x).

FIGURA 3.43A. Inmunorreactividad a PCNA. La reaccion se observa en las células basales claras
del epitelio (E). En la lAmina propia (LP) no se observa reaccién (400x).
B. Detalle de las células basales inmunoreactivas a PCNA (flecha) (1000x).

FIGURA 3.44A. Inmunorreactividad a GAP43. La reaccion se observa en algunas neuronas en el
epitelio (E). En la lamina propia (LP) la reaccion se observa en los paquetes nerviosos (400x).

B. Detalle de las neuronas inmunoreactivas a PCNA (N). En el borde apical se observan
algunas vesiculas olfatorias (flecha) (1000x).
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FIGURA 3.45A. Inmunorreactividad a OMP en la mucosa olfatoria de Dasypus hybridus. En el
epitelio (E) se observa reaccion en las neuronas, en la laimina 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 vesiculas olfatorias (flecha) (1000x).

FIGURA 3.46A. Inmunorreactividad a PGP 9.5 en la mucosa olfatoria de Dasypus hybridus. Hay
intensa reaccion en las neuronas en el epitelio (E) y en los nervios olfatorios (N) en la lamina
propia (250x).

B. Intensa inmunorreaccién positiva a PGP 9.5 se observa en el citoplasma de las neuronas.
Se observa, ademads, reaccion en las dendritas apicales de las neuronas receptoras. (E) epitelio, (LP)
lamina propia. (1000x).

C. Inmunorreactividad a VIP en la mucosa olfatoria de Dasypus hybridus Se observa
reaccion en el borde apical del epitelio (E). La limina propia (LP) no presenta reaccion (250x).
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3.5- MICROSCOPIA ELECTRONICA

3.5.1- ESTUDIOS CON MICROSCOPIA ELECTRONICA DE LA MUCOSA
OLFATORIA DE CHAETOPHRACTUS VILLOSUS.

Los estudios de microscopia electronica comprueban claramente el caracter
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 ¢)
células basales (Figs. 3.47, 3.48). Los dos tipos celulares principales, las neuronas y las
de sostén son facilmente distinguibles en la region apical debido a las especializaciones
de sus apices, y también por las diferencias de electrén densidad y organelas
citoplasmaticas. La homogénea distribucién de los tipos celulares sdlo es interrumpida
en algunas zonas por el recorrido de los conductos secretorios de las glandulas de
Bowman.

El borde libre esta formado principalmente por las microvellosidades y las
protrusiones de las células de sostén pero, también incluyen las proyecciones

redondeadas de las vesiculas 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
observd un gran desarrollo del glicocaliz 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 pedicelo a la célula como también sueltas en el lumen, por
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lo cual parecerian secretarse a la capa mucosa que reviste el epitelio olfatorio (Figs.
3.50A, B). El contenido de estas protrusiones presenta gran cantidad de reticulo
endoplasmatico liso muy desarrollado (Figs. 3.49B). La disposicidn de estos elementos es
muy llamativa presentando en los bordes y a veces en el interior de la protrusion
numerosos apilamientos de tubulos paralelos similares a las cisternas de un aparato de
Golgl, entre las cisternas paralelas, el reticulo endoplasmatico 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 protrusion (Fig.3.49B).

La mayor parte del citoplasma se halla en la regién supra y perinuclear. El
citoplasma supranuclear es mas electron 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 endoplasmatico liso y rugoso asi 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, reticulo endoplasmatico liso y algunas vesiculas (Figs.
3.47, 3.51). En la region donde se hallan los cuerpos neuronales, el citoplasma presenta
la forma de procesos que se insinuan entre los cuerpos neuronales y llegan hasta la
membrana basal (Fig. 3.52).

El nucleo, ubicado en el tercio superior del epitelio, posee forma ovoide,
orientado perpendicular a la membrana basal, con cromatina periférica dispuesta en
acumulos y escasos grumos heterocromatinicos distribuidos en todo el nucleo (Fig.
3.51). No es frecuente la presencia de nucléolos.

En el limite entre las células de sostén y las dendritas e inmediatamente por
debajo de la superficie libre, se revela un complejo de unién constituido por zonula
occludens y zonula adherens (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).

Ademas del tipo celular descripto anteriormente es comun hallar otro tipo, o tal
vez otro estadio del tipo celular anterior. Este tipo celular se halla en mucho menor

proporcion y se lo diferencia por presentar un citoplasma muy electrén denso con gran
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cantidad de mitocondrias. Las mitocondrias pueden presentar hasta dos membranas (Fig.
3.52). El niicleo es muy electron denso (Fig. 3.51). Los procesos citoplasmaticos de estas
células se observan entre las demas células que componen el epitelio olfatorio con
citoplasma muy electréon denso, con gran cantidad de mitocondrias, autofagososmas,
lisosomas y zonas con aparente edematizacion del citoplasma o zonas que pudieron
haber estado ocupadas por lipidos (Fig. 3.52). Todas caracteristicas de células en

picnosts.

b) NEURONAS OLFATORIAS

El pericarion de las neuronas olfatorias se ubica generalmente en el tercio medio
del epitelio olfatorio aunque en algunos casos se observan cuerpos neuronales muy
cerca de la membrana basal (Figs. 3.48, 3.58). Asi, 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, aun a microscopia fotdnica, neuronas sobre la capa de
células de sostén y también neuronas maduras aun entre células basales inmaduras.
Presentan la tipica forma de una neurona bipolar. Por lo tanto, es mas delgada en sus
porciones proximal y distal y alcanza su ancho maximo a nivel del nucleo (Fig. 3.53).

El citoplasma perinuclear es escaso y presenta gran cantidad de ribosomas libres
y asociados a reticulo endoplasmatico. Mitocondrias tubulares se ubican tanto
longitudinales como transversales al eje mayor de la célula. En la regidn supranuclear se
observa el aparato de Golgi asociado a numerosas vesiculas y a cuerpos multivesiculares.
También es frecuente la presencia de reticulo endoplasmatico rugoso, ribosomas libres,
pequenas vesiculas, granulos de lipofucsina, neurofilamentos y cuerpos multivesiculares
(Fig. 3.53). La region infranuclear presenta menos organelas que la porcion
supranuclear. Solo se observan mitocondrias tubulares, ribosomas libres y cisternas de
reticulo endoplasmatico rugoso (Fig. 3.53).

El pericarion de las neuronas pueden estar en contacto directo con otras

neuronas o estar separado por los procesos citoplasmaticos de las células de sostén (Fig.
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3.48, 3.58). En todos los casos, la relacion entre los procesos es por simple aposicion de
membranas plasmaticas. ‘

El nucleo tiene forma esférica, con cromatina periférica dispuesta en grumos. En
Chactophractus villosus es caracteristica la presencia de un enorme grumo de
heterocromatina central muy conspicuo (falso nucléolo), que en los cortes de
microscopia foténica se confunde con el nucléolo. El nucléolo se halla asociado a este
grumo cromatinico 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 microtiibulos que discurren paralelos al eje principal de la célula,
algunas mitocondrias tubulares y una gran cantidad de pequenas vesiculas. (Fig. 3.54A).
Cerca del extremo libre se observa la presencia de una gran cantidad de vesiculas de
centro claro entre paquetes de microtubulos (Fig. 3.54A). El extremo libre de la dendrita
se dilata formando lo que se denomina vesicula olfatoria o krob dendritico. Las
dendritas se unen a las células de sostén adyacentes por medio de complejos de union
formados por: zonula occludensy zonula adherens. (Fig. 3.54A). De la vesicula olfatoria
parten las cilias olfatorias, pero no se observan microvellosidades (Fig. 3.54A). Estas
cilias protruyen en angulos agudos, casi paralelo al eje principal del knob (Fig. 3.54A).
La estructura interna de la cilia presenta un aspecto similar a las cilias méviles de otros
organos. En cortes transversales se observa el tipico axonema, constituido por dos
microtubulos centrales y nueve dobletes periféricos (Fig. 3.54B). En la base de cada cilio
hay un corpusculo basal, que en corte transversal presenta nueve tripletes dispuestos
caracteristicamente en forma de molino (Fig. 3.54A). En algunos corpusculos basales
existe una estructura accesoria, los pediculos basales (Fig. 3.54B). Estos son
prolongaciones densas que se originan a partir de los tripletes extendiéndose
radialmente aproximadamente a 90° del eje longitudinal del cuerpo basal, lo cual le
otorga una apariencia de rueda de carro (Fig. 3.54B). Otra estructura caracteristica
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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Ademas de las estructuras que acompaiian a las cilias no se distinguen muchas
organelas en las vesiculas olfatorias, a excepcidén de microtubulos, pequenas vesiculas y
raramente mitocondrias (Fig. 3.51).

En el extremo basal, el cuerpo neuronal se estrecha para formar el axén. Dicho
proceso es muy dificil de observar entre las células de sostén. En algunas ocasiones
numerosos axones se relacionan con las células basales antes de atravesar 1a membrana
basal. Los axones presentan mitocondrias y microtubulos que corren longitudinalmente
a lo largo de la fibra nerviosa. El axén se dirige hacia la membrana basal para luego

unirse a axones de células vecinas y forma los filetes olfatorios amielinicos (Fig. 3.60B).

¢) CELULAS BASALES

Las células basales se localizan en el tercio inferior ciel 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

proptamente dichas (Fig. 3.55).

CELULAS BASALES CLARAS 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 nucleo generalmente es esférico, muy
eucromatico aunque puede presentar algunas indentaciones. La heterocromatina

finamente granulada puede formar algunos grumos (Fig. 3.58A, B).



152

CELULAS BASALES OSCURAS O PLANAS

Se ubican sobre la membrana basal del epitelio, relacionandose con esta por
medio de desmosomas (Fig. 3.56B). El citoplasma es fuertemente electron denso (supera
en electréon densidad a los otros tipos celulares que componen el epitelio). Presenta
numerosas organelas como ser: mitocondrias, reticulo endoplasmatico rugoso, pequenas
vacuolas, aparato de Golgi pequeno, cuerpos multivesiculares y una gran cantidad de
filamentos intermedios (Figs. 3.56, 3.57). El nucleo, de forma ovoide, puede presentar
indentaciones y la cromatina se dispone en forma de grumos gruesos que se distribuyen
a lo largo del mismo (Fig. 3.56). Es comun la presencia de nucléolo

Un rasgo caracteristico 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 intimo
contacto con el citoplasma de estas células (Fig. 3.56A). En la region en contacto con la
membrana basal es comiin observar la presencia de numerosas vesiculas de pinocitosis
(Fig. 3.57).

d) DUCTOS DE SECRECION DE LAS GLANDULAS DE BOWMAN

Las células que forman los ductos de las glandulas de Bowman son aplanadas. Se
sittian paralelas a las demas células que forman el epitelio. Presentan el citoplasma mas
electron denso que las células de sostén adyacentes. La superficie luminal presenta
microvellosidades. En el citoplasma puede observarse las tipicas organelas: mitocondrias,
aparato de Golgi, reticulo endoplasmatico liso y rugoso. También hemos observado la
presencia de granulos de secrecion que en su interior tiene un material homogéneo
finamente granulado (Fig. 3.59), similar a los granulos de secrecion de las células

glandulares tipo 1.
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e) LAMINA PROPIA

Incluimos dentro de la lamina propia los paquetes nerviosos, las glandulas de

Bowman y vasos sanguineos.

NERVIOS OLFATORIOS

Los procesos proximales de las neuronas olfatorias se reunen para formar los
paquetes de nervios olfatorios amielinicos en la lamina propia. La estructura de estos
nervios olfatorios y las caracteristicas citologicas de las células de Schwann que los
envuelven difieren de las que podemos encontrar en otros nervios amielinicos
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). La forma del nucleo varia de esférica a arrifionada. El carioplasma es claro a los
electrones -rico en eucromatina- y es frecuente hallar grumos de heterocromatina
asociada a la membrana nuclear (Fig. 3.60A). Las células de Schwann envian procesos
citoplasmaticos que 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 diametro pequeno y el citoplasma
contiene microtubulos y mitocondrias. Rodeando a todo el paquete nervioso hemos
hallado una delgada membrana basal y escasas fibras coldgenas inmersas en una densa

matriz extracelular (Fig. 3.60A, B).
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GLANDULAS DE BOWMAN

El sistema de glandulas es confuso a nivel de ME, el escaso tejido conectivo no
delimita correctamente al sistema glandular lo cual hace dificil la diferenciacion entre
los adendmeros. Aparentemente los acinos presentan dos tipos de células glandulares.
Estos pueden estar formados por un unico tipo celular o por ambos tipos celulares (Fig.
3.26).

Las células glandulares tipo I, son las mas abundantes, presentan una apariencia
mucosa caracterizada por la presencia de una gran cantidad de granulos de secrecién
rodeados de membrana que contienen un material claro a los electrones, finamente
granulado. Estas células, en general son cilindricas presentando un enorme nicleo
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 union formados por zonula occludensy zonula adherens
(Fig. 3.62A). No se observan desmosomas en estos complejos de union. El citoplasma es
electron denso y presenta dos estadios aparentemente diferentes del ciclo secretor. El
primer estadio, presenta gran cantidad de cisternas de reticulo endoplasmatico liso,
mitocondrias y granulos de secrecion grandes (Fig. 3.62B). El segundo estadio presenta
el citoplasma repleto de pequenas vacuolas y menos cantidad de reticulo liso que el
primer estadio (Fig. 3.62C). Las vacuolas se halla intimamente relacionadas con
cisternas de reticulo endoplasmatico liso (Fig. 3.62C). En la regiéon supranuclear se
observa el aparato de Golgi, en general en estrecho contacto con vesiculas de secrecion
pequenas. Estas vesiculas pequenas aparentemente se fusionan a los granulos secretorios
mas grandes que finalmente invaden todo el citoplasma celular (Fig. 3.62C). Los
granulos de secrecidn, como se indicd anteriormente, contienen un matenal claro,
finamente granular y se hallan distribuidos en toda la célula glandular (Figs. 3.61,
3.62A, B). Estos granulos presentan un tamafio variable y coalescen entre si,
especialmente en la region apical de la célula, donde van a ser liberados (Fig. 3.62D). La
descarga de los granulos al lumen, aparentemente ocurriria por medio del tipo de

secrecién merocrina compuesta. Este tipo de secrecion consta de varias etapas: una
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primera fusién o coalescencia de las vesiculas secretorias entre si, y una segunda etapa
donde solo las vesiculas apicales en contacto con la membrana plasmatica se fusionan a
ella, por lo que se libera el producto de secrecion de varias vesiculas por un unico punto
de fusion (Fig. 3.62D).

En algunas células glandulares se ha observado, en el borde apical, grandes
evaginaciones circulares que presentan en su interior un gran desarrollo de reticulo
endoplasmatico liso (Fig. 3.62A). Estas estructuras son muy similares a las protrusiones
de las células de sostén halladas en la region 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 vesiculas de secrecion en su interior. Debido a su ultraestructura
pod;iamos inferir que se trata de un tipo de secrecidbn apocrina de diferentes
caracteristicas y secrecion que la merocrina.

Las células glandulares tipo Il son de apariencia serosa. Se caracterizan por la
presencia de granulos fuertemente electrén densos. Estas son células cilindricas altas
(Fig. 3.63). Presentan un nucleo basal que puede ser redondo o presentar indentaciones.
Generalmente presentan eucromatina dispersa en todo el nucleo y heterocromatina
asociada con la membrana nuclear. El borde apical de las células tiene gran cantidad de
microvellosidades cortas y se relacionan con ofras células glandulares por los tipicos
complejos de union formados por zonula occludens, zonula adherens y desmosomas
(Fig. 3.64B). En la region supranuclear es comun observar el aparato de Golgi (Fig.
3.64A). El citoplasma es mas claro que las tipo 1. Presenta algunas mitocondrias y una
enorme cantidad de reticulo endoplasmatico rugoso distribuido en toda la célula,
presentando en la zona infranuclear una forma de espiral caracteristica (Fig. 3.64A). Los
granulos, de forma esférica, se distribuyen en el citoplasma supranuclear. Presentan
diferente densidad a los electrones, que va desde moderada a fuertemente electron densa
(la electron densidad no se relaciona con el tamano de los granulos) (Fig. 3.64A). No se
observé la secrecion de estos granulos.

En el caso de cortes transversales de este tipo celular, el lumen es pequerno (Fig.
3.63). En cambio, los acinos formados por varios tipos celulares presentan un lumen

mas amplio, en los cuales es comun observar secrecion (Fig. 3.26).
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Es frecuente observar en algunos acinos un tercer tipo celular. Este ultimo tipo
celular, tal vez, podria considerarse como un estadio no funcional, un estadio pre-
secretorio o post-secretorio de las células que presentan granulos oscuros. Estas células
presentan forma cilindrica (Fig. 3.65). El ntcleo es redondo con eucromatina dispersa
en todo el carioplasma y heterocromatina asociada a la membrana nuclear. El
citoplasma es mas claro a los electrones que las células tipo mucosas. El citoplasma
supranuclear presenta algunas mitocondrias y reticulo endoplasmatico rugoso (Fig.
3.66). Es rara la presencia de granulos, pero si se los observa, éstos presentan tamato
pequerio. En cambio, la porcion infranuclear presenta una gran cantidad de reticulo
endoplasmatico rugoso que se dispone llamativamente en forma de espiral (similar a las
tipo I (Fig. 3.66). El borde apical posee escasas microvellosidades cortas y entre las
células es comun observar los complejos de unién formados por zonula occludens,
zonula adherensy desmosomas (Fig. 3.65).

Al MO hemos descripto la posible presencia de células mioepiteliales. Sin
embargo, el andlisis de los adenémeros a nivel ultraestructural no ha revelado la
presencia de las mismas. En algunas ocasiones células planas con descripcion similar a
que las tipicas células mioepiteliales fueron observadas en relacién con los adenémeros.
Estas células carecen de filamentos o vesiculas pinociticas -caracteristicas de las células
mioepiteliales-. En su citoplasma se observa reticulo endoplasmatico liso, mitocondrias y
algunos granulos de secrecion (Fig. 3.63, 3.64). Lo que indicaria que se tratan de células

de reposicion.

3.5.2- ESTUDIOS CON MICROSCOPIA ELECTRONICA DE LA MUCOSA OLFATORIA DE
Dasypus hybridus.

Los estudios de ME comprobaron el caracter pseudoestratificado del epitelio
olfatorio. Se observan las tres poblaciones celulares que se diferencian a nivel de MO (a)
células de sostén, b) neuronas y c) células basales, pero se observan, ademas, los
procesos celulares que toman contacto con la membrana basal. Los grupos celulares

caracteristicos pueden observarse interrumpidos por la presencia de conductos de las
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glandulas de Bowman. En el borde apical se distinguen microvellosidades, protrusiones

y las vesiculas 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
nucleo 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 mayoria de las ¢élulas presentan en su superficie libre sélo microvellosidades
largas (Fig. 3.67, 3.68A). No se observd glicocdliz desarrollado ni endoesqueleto
microfibrilar. Entre estas microvellosidades también se observan pequenas
invaginaciones pinociticas recubiertas (Fig. 3.68B). Otras células presentan, ademas de
microvellosidades, protrusiones que invaden el lumen de la cavidad nasal. En el interior
de estas protrusiones se observa gran cantidad de reticulo endoplasmatico liso, algunas
mitoncondrias y pequenas vesiculas.

En las células que poseen solo microvellosidades, es comun hallar barras
terminales constituidas por paquetes de filamentos intermedios que corren paralelos a la
superficie celular a nivel de las zonulas occludens (Fig. 3.64A). La presencia de estos
filamentos cerca de la superficie crea una zona libre de organelas, en la cual se hallan
algunas vesiculas pequenas.

La relacidn entre estas células y las dendritas apicales de las neuronas y entre dos
células de sostén esta dada por complejos de union. Estos estan compuestos por zonula
occludensy zonula adherens (Fig. 3.70B). No se observan desmosomas.

El nucleo, de formal oval, se ubica perpendicular a la membrana basal del
epitelio. Se caracteriza por tener una elevada concentracion de eucromatina y algunos
grumos grandes de heterocromatina asociados con la membrana nuclear (Fig. 3.67).

El citoplasma perinuclear presenta gran cantidad de mitocondrias tubulares,

reticulo endoplasmatico rugoso, paquetes de filamentos intermedios, reticulo
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endoplasmatico liso -sin una ordenacion aparente- y algunos cuerpos multivesiculares
(Fig. 3.68C). El citoplasma supranuclear presenta una ordenacion muy particular de las
cisternas de reticulo rugoso. Las cisternas se ubican paralelas entre si, a su vez el
conjunto de cisternas se dispone en forma paralela al eje principal de la célula,
inmediatamente por encima del nucleo (Fig. 3.67). Los procesos citoplasmaticos que se
dirigen hacia la membrana basal presentan mitocondrias, paquetes de filamentos
intermedios, granulos de lipofucsina y espacios claros que podrian estar ocupados por
lipidos extraidos durante el procesamiento de la muestras (Fig. 3.71).

La relacién, tanto con otras células de sostén como con las neuronas, se produce
por simple aposicion de membrana (Fig. 3.69) (a excepcion de la zona apical, como se

explicé anteriormente).

b) NEURONAS OLFATORIAS

Las neuronas olfatorias presentan la tipica forma fusiforme 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 endoplasmatico rugoso, mitocondrias, granulos de lipofucsina, aparato
de Golgi y cuerpos multivesiculares (Fig. 3.69). El nucleo es de forma esférica y
generalmente presenta uno o dos grandes grumos de heterxmmaﬁﬁa en el centro del
mismo (Fig. 3.69). El nucléolo puede estar asociado a un grumo heterocromatinico (Fig.
3.69). El citoplasma infranuclear presenta cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso,
ribosomas libres y mitocondrias (Fig. 3.69).

La dendrita apical presenta gran cantidad de microtibulos, mitocondrias y
pequenias vesiculas (Fig. 3.70B). En su extremo distal se constritie para formar un cuello
delgado antes de incrementar su didmetro para formar una estructura redondeada -
vesicula olfatoria o knob dendritico- que se proyecta sobre el epitelio (Fig. 3.70A). En
este nivel se pueden observar complejos de unioén entre las neuronas olfatorias y las
células de sostén, los que estan constituidos por zonula occludens y zonula adherens,

pero no se observan desmosomas (Fig. 3.70B). La vesicula olfatoria presenta
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mitocondrias tubulares, pequenas vesiculas y neurofilamentos que se orientan en forma
paralela al eje principal de la célula (Fig. 3.70B). En la zona de constriccion observamos
una llamativa concentracion de mitocondrias tubulares dispuestas en posicién
longitudinal al eje principal de la dendrita (Fig. 3.70A). La vesicula olfatoria presenta
cilias, que se extienden en varias direcciones y se entremezclan con las
microvellosidades de las células de sostén (Fig. 3.70A). Estas cilias de la region apical
protruyen en angulos agudos y en la region del cuello lo hacen angulos rectos.
Presentan la tipica estructura de 9 + 2. En la base de cada cilia se observa un corpusculo
basal, pero no se observé la presencia de raicillas ciliares (Fig. 3.70A).

El extremo proximal de la neurona olfatoria se constrine para formar el axon,

cuyo citoplasma presenta microtubulos 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).

CELULAS 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. El niicleo es muy eucromatico, pero es
frecuente hallar algunos grumos heterocromatinicos dispersos en el carioplasma (Fig.

3.71).
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CELULAS BASALES OSCURAS

Son células aplanadas ubicadas sobre la membrana basal del epitelio olfatorio. El
nucleo 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 nucleo. Es
frecuente la presencia de nucléolo (Fig. 3.72A). El citoplasma presenta mitocondrias,
cuerpos multivesiculares, reticulo endoplasmatico liso y un aparato de Golgi no muy
desarrollado. Ademas, es comiin observar la presencia de paquetes de filamentos
intermedios y al menos un centriolo por célula (Fig. 3.72B). Estas células se relacionan

generalmente con los axones olfatorios.

DUCTOS DE LAS GLANDULAS DE BOWMAN

Las glandulas de Bowman descargan su secreciéon por medio de ductos que
atraviesan el epitelio olfatorio. Estos ductos estan limitados por células ductales, que son
elongadas en sentido perpendicular a la membrana basal. Estas células presentan un
citoplasma mas electron 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. 3.73B). El citoplasma tiene gran cantidad de
mitocondrias, reticulo endoplasmatico liso, aparato de Golgi cuerpos multivesiculares y
algunos granulos de secrecion. Estos granulos contienen un material finamente
puntillado, muy similar al hallado en las células glandulares tipo [ (Fig. 3.73A). Estos
granulos coalescen entre si, lo cual podria estar indicando un tipo de secrecion
merocrina compuesta, tal como ocurre con las células acinares. Cabe senalar que en este
caso no hemos observado la descarga de estos granulos 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 lamina propia contiene paquetes nerviosos, las glandulas de Bowman y los
Vvasos sanguineos.

NERVIOS OLFATORIOS

Los axones de las neuronas olfatorias atraviesan la membrana basal y llegan a la
lamina propia para formar, junto con las células de Schwann, los paquetes de nervios
olfatorios. De la misma forma que lo hemos descripto para Chaetophractus villosus las
células de Schwann envian procesos citoplasmaticos que rodean a grupos de axones,
que permanecen en contacto entre si (Fig. 3.74A, B). El resto de los caracteres

ultraestructurales son similares a los descriptos en Chaetophractus villosus.

GLANDULAS DE BOWMAN

En Dasypus hybridus las glandulas 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 adenémero, como se observo 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 granulos
electrén densos -apariencia serosa (Fig. 3.75).

Los acinos pueden presentar un tnico tipo celular o ser mixtos. Los adenémeros
en los cuales se observan sélo células tipo 1 y los mixtos presentan un lumen amplio
(Fig. 3.76). En cambio, los adendmeros en los cuales se observan solamente células tipo

II el lumen es estrecho (Fig. 3.82).
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Las células de apariencia mucosa o tipo I, como se describié en las secciones
semifinas presentan formas muy variadas y se caracterizan por la presencia de enormes
granulos de secrecion rodeados de membrana que contienen un material heterogéneo
que puede vanar de finamente puntillado a un puntillado grueso (Figs 3.76, 3.77). Estas
células tienen un nucleo esférico basal -aunque también es comin que presente
indentaciones-, con abundante eucromatina y heterocromatina periferica (Figs. 3.76,
3.78). Generalmente se observa el nucléolo. El borde apical posee microvellosidades
cortas y un complejo de union formado por zonula occludensy zonula adherens (Fig.
3.77). El citoplasma presenta un gran desarrollo del reticulo endoplasmatico liso,
abundantes granulos de lipofucsina, mitocondrias y un aparato de Golgi muy
desarrollado, generalmente relacionado con vesiculas de secrecion pequenas (Fig. 3.78,
3.80). Los granulos secretorios grandes ~-que raramente se distribuyen basales al nucleo-
coalescen entre si. La descarga de este matenal secretorio ocurriria aparentemente a
través del mecanismo de secrecion merocrino compuesto (Fig. 3.79) (como se explicd
para C. villosus). El material que contiene estos granulos invade el lumen del
adendémero. No se han observado las protrusiones del tipo apocrina que se observaron
en C villosus. Rodeando a este tipo de adendmero se encuentran células mioepiteliales
(Fig. 3.81A). Estas células presentan forma alargada. Se caracterizan por la presencia de
areas de citoplasma repletas de miofilamentos, que se disponen en forma paralela al eje
mayor de la célula. El citoplasma contiene, ademas, reticulo endoplasmatico liso,
mitocondrias, aparato de Golgi y a veces puede observarse la presencia de un centriolo
(Fig. 3.81B). No se observaron vesiculas de pinocitosis.

Las células de apariencia serosa o tipo Il presenta granulos electron densos (Fig.
3.82). Estas células tienen forma piramidal y ntcleo 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 nucleo (Fig. 3.83). Lateralmente se observan espacios intercelulares con
microvellosidades (Fig. 3.83). La region apical presenta escasas microvellosidades cortas
(Figs. 3.82, 3.83). En la superficie luminal observamos los tipicos complejos de union
formados por zonula occludens, zonula adherensy desmosomas (Fig. 3.83).

El citoplasma contiene una enorme cantidad de cisternas de reticulo

endoplasmatico rugoso -ordenadas en forma paralela-, mitocondrias y cisternas del
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aparato Golgi. Caracteristicamente el citoplasma apical presenta una enorme cantidad
de granulos no anastomosados con material homogéneo intensamente electrén densos
(Fig. 3.83). Estos granulos presentan diferencias en cuanto a la densidad a los electrones,
pero estas variaciones de densidad a los electrones no se relacionan con el tamano de los
granulos. No se observé la secrecidn de los mismos.

La superficie externa de los adenémeros presenta una delgada membrana basal y
por debajo una escasa cantidad de fibras colagenas, que separan al adenémero de los
otros componentes de la lamina propia (Fig. 3.83).

Al MO hemos descripto la posible presencia de células mioepiteliales. Sin
embargo, el analisis de los adenémeros a nivel ultraestructural no ha revélado la
presencia de las mismas. En algunas ocasiones células planas con descripcion similar a
que las tipicas células mioepiteliales fueron observadas en relacion con los adenémeros.
Estas células carecen de filamentos o vesiculas pinociticas -caracteristicas de las células
mioepiteliales-

. En su citoplasma se observa reticulo endoplasmatico lisb, mitocondrias y algunos

granulos de secrecion. Lo que indicaria que se tratan de células de reposicion.



FIGURA 3.47. Fotomicrografia electronica que muestra la region apical del epitelio
olfatorio de Chaetophractus villosus. las células forman un epitelio
pseudoestratificado. El borde apical en contacto con la cavidad nasal presenta
microvellosidades y vesiculas olfatorias (k). Se diferencian las células de sostén
claras (CS) intercaladas con algunas células de sostén oscuras (CSO). Estas ultimas
presentan procesos de citoplasma electron 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).

FIGURA 3.48. Fotomicrografia electrénica que muestra la region basal del epitelio
olfatorio. de Chaetophractus villosus .Las neuronas olfatorias (N) presentan un
enorme nucleo (n) esférico con un grumo herocromatinico (h) asociado al nucledlo
(u). Los procesos de las células de sostén clara (CS) -con citoplasma claro y gran
cantidad de mitocondrias- se intercalan con algunos procesos citoplasmaticos 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 mads denso a los electrones,
nucleo con grumos heterocromatinicos e interdigitaciones con la membrana basal
de los procesos de las células basales claras (CS). La lamina propia presenta
paquetes de nervios amielinicos (A), células de Schwann (SW) y células glandulares
de las glandulas de Bowman (G). (3.360x).

FIGURA 3.49

A. Fotomicrografia electronica de la regién apical del epitelio olfatorio de
Chaetophractus villosus. Las vesiculas 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 protrusion del tipo apocrina de las células de sostén. En su
interior se observa una enorme cantidad de reticulo liso formando una trama (REL).
También se observan algunas mitocondrias en. su interior (mit).(m)
microvellosidades. (15.100x).
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FIGURA 3.50

A. Fotomicrografia electronica de las protrusiones apocrinas sueltas en la
cavidad nasal de Chaetophractus villosus. En su interior se observa gran cantidad
de reticulo endoplasmatico liso (rel) y mitocondrias (m). (6700x)

B. Fotomicrografia electrénica de una prostrusion apocrina unida a la célula

de sostén por in pedicelo (»). En su interior presenta gran cantidad de reticulo
endoplasmatico liso (rel). (4000x).

FIGURA 3.51. Fotomicrografia electronica de la capa de células de sostén de
Chaetophractus villosus. lLas células de sostén claras (CS) tienen un nucleo
eucromatico (nu) con escasos grumos heterocromatinicos. Los procesos
citoplasmaticos de estas células (CS) presentan gran cantidad. de reticulo
endoplasmatico liso (rel) y mitocondras (m). Las células de sostén oscuras (CSO)
poseen un nucleo (n) mds 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. Las dendritas (D) presentan gran cantidad de microtubulos
(mt), mitocondrias (m) y cuerpos multivesiculares (mb). El nucleo de las neuronas
es eucromidtico y puede presentar un gran grumo heterocromatinico central.
(5.100x).

FIGURA 3.52. Fotomicrografia electrénica del citoplasma de los procesos basales de
las células basales oscuras. En los cuales se observa gran cantidad de mitocondrias

(M). Es frecuente observar, ademas, mitocondrias con doble membrana (»). Estos
procesos también contienen autofagosomas (A) y lisososmas (L). El citoplasma, en
general muy electron denso, presenta zonas m;as claras (*) de aparente
edematizacion celular o el lugar que pudo haber sido ocupado por lipidos, los
cuales se perdieron durante el tratamineto de las muestras. (26.300x).
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FIGURA 3.53. Fotomicrografia electronica de las neuronas olfatorias de
Chaetophractus villosus. El nucleo (N) presenta carioplasma claro a los electrones.
En la mayoria de las neuronas se observa un enorme grumo heterocromatinico
central (h), al cual se encuentra asociado el nucledlo (nu). El citoplasma
supranuclear presenta gran cantidad de reticulo endoplasmatico rugoso (rer),
reticulo endoplasmatico liso (rel), mitocondrias (mit), aparato de Golgi (g), cuerpos
multivesiculares (mb). En la region apical de la célula se diferencia una dendrita
apical (D). El citoplasma infranuclear presenta mitocondrias (mit), reticulo
endoplasmatico rugoso (rer) y ribosomas libres (r). Entre las neuronas es comun
observar proceso citoplasmaticos de células de sostén (CS) con gran cantidad de
reticulo endoplasmatico liso (rel) y mitocondrias (mit). (9.700x).

FIGURA 3.54.

A. Fotomicrografia electronica de una vesicula olfatoria ciliada de
Chaetophractus villosus . Las vesiculas olfatorias se hallan inmersas entre las
microvellosidades (mv). En el extremo libre se observa la presencia de una gran
cantidad de vesiculas (v) entre paquetes de microtubulos (m). En la base de cada
cilia se encuentra un corptisculo basal (b) y raicillas ciliares (»). (17.250x).

B. Fotomicrografia electrénica de un corte transversal de una vesicula
olfatoria. En el corte transversal se observa el tipico axonema, constituido por dos
microtitbulos centrales y nueve dobletes periféricos (1) En la base de cada cilia se
observa un corpusculo basal que en corte transversal presenta nueve tripletes
dispuestos en forma de molino (2), debido a la presencia de pediculos basales (»).
También se observa la relacion con las células de sostén a través de zonula
occludens (1) y zonula adherens (2) (42.000x).



e

; e e AR

- v b= e

,,
3

b R

R TR/ - &

166



FIGURA 3.55. Fotomicrografia electronica de la regién basal del epitelio olfatorio
de Chaetophractus villosus. La célula basal clara o globosa (CB) presenta el nucleo
muy eucromatico y el citoplasma claro a los electrones. La célula basal oscura
(CBO) presenta el citoplasma muy electron denso y el nucleo con grumos

heterocromatinicos periféricos. El citoplasma de esta célula forma finos procesos (»)
que se interdigitan con los procesos basales de las células de sostén claras (CS). No
se observan interdigitaciones cuando las células basales oscuras (CBO) se
relacionan con las células basales claras (CB). Es frecuente observar axones de las
neuronas olfatorias en intimo contacto con las células basales oscuras (8.800x).

FIGURA 3.56..

A. Fotomicrografia electronica que muestra la asociacién entre el citoplasma
de la células basal oscura con los axones olfatorios (A) y las interdigitaciones
citoplasmaticas con los procesos de las células de sostén (CS). Las células basales
oscuras presentan un nucleo (nu) con grumos cromatinicos periféricos. En su
citoplasma se hallan gran cantidad de filamentos intermedios (f) y mitocondrias
(m). Estas células se relacionan con la membrana basal (mb). (13.000x).

B. Fotomicrografia electronica que muestra la relaciéon de la célula basal

oscura (CBO) con la membrana basal (MB) a través de desmosomas (»). (15.000x).

FIGURA 3.57. Fotomicrografia electronica de una célula basal oscura -plana- de
Chaetophractus villosus. El nucleo (nu) presenta grumos heterocromatinicos. El
citoplasma contiene gran cantidad de filamentos intermedios (f), mitocondrias (m),
aparato de Golgi (g), cuerpos multivesiculares (mb). El citoplasma se interdigita al
realcionarse con las células de sostén (CS) (») (8.800x). El detalle inferior derecho
muestra la membrana plasmatica,” en contacto con la membrana (mb), con
numerosas vesiculas de pinocitosis (>) (14.400x).



167

“B

T S

3.56B =



FIGURA 3.58.

A. Fotomicrografia electrénica que muestra la region basal del epitelio
olfatorio de la mucosa olfatoria de Chaefophractus villosus. Las células basales
claras (CS) presentan el nucleo eucromdtico (N) y el citoplasma presenta
numerosos ribosomas (r) y mitocondrias (m). También se observan células basales
claras en mitosis (1 y 2). En relaciéon con las células basales claras se observan
células basales oscuras (CBO), neuronas (NE) y procesos basales de células de
sostén (CS). (5.000x)

B. Fotomicrografia electrénica de una célula basal clara -globosa- de
Chaetophractus villosus Presenta un aspecto redondeado y nucleo eucromatico
(nu). El citoplasma presenta escasa organelas sélo algunas mitocondrias (mit) y
numerosos ribosomas libre (r). No presenta interdigitaciones citoplasmaticas al
relacionarse con los procesos basales de las células de sostén (CS). (8.500x).
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FIGURA 3.59. Fotomicrografia electronica de una porcion del ducto de las
glindulas de Bowman. En la superficie lateral de la célula hay numerosas
microvellosidades cortas (mv) en contacto con el lumen del conducto (L). El
citoplasma de la célula ductal (CD) presenta reticulo endoplasmadtico liso (rel,
reticulo endoplasmatico rugoso (rer), mitocondrias (m) y filamentos intermedios
(f). Lateralmente se encuetran células de sostén (CS). (13.600x)

FIGURA 3.60

A. Fotomicrografia electronica 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 nucleo es
bastante eucromatico (nu) y es frecuente hallar grumos heterocromaticos asociados
a la membrana nuclear. Los axones olfatorios (A) se hallan en grupos divididos por
procesos citoplasmaticos de las células de Schwann (s). (G) glandulas de Bowman
(6.700x).

B. Fotomicrografia electronica de un nervio olfatorio en el cual se observan
los axones olfatorios (A) en estrecho contacto entre si. En su interior se diferencian

mitocondrias (m) y microtubulos (»). Rodeando al grupo de axones se observa el
citoplasma de la célula de Schwann (S) (30700x).
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FIGURA 3.61 Fotomicrografia electrénica de una region de un acino con células
tipo mucosas (Tipo ) de Chaetophractus villosus. Se observan las células cilindricas
acinares con nucleo basal esférico claro a los electrones (nu). En el citoplasma se
observan numerosos granulos tipo mucosos (G) . En la region apical en contacto
con el lumen (L) se puede observar la enorme protrusion apocrina (P) (3.600x).

FIGURA 3.62

A. Fotomicrografia electrénica de la region apical de una célula glandular
tipo I. En contacto con el lumen (L) - ademas de microvellosidades (mv)- se observa
una protrusion apocrina, en cuyo interior se observan gran cantidad de cisternas
de reticulo endoplasmatico liso (REL). El citoplasma apical también presenta
numerosas cisternas de reticulo endoplasmatico liso (REL) y grdnulos secretorios
(G). La flecha (») indica la presencia de complejos de unién apicales. (6.000x).

B. Fotomicrografia electrénica que muestra dos estadios aparentes del ciclo
secretorio de las células tipo I(A y B). En la célula A entre los granulos de secrecion
(®) se observa una gran cantidad cisternas de reticulo endoplasmatico liso (REL) y
mitocondrias (M). La célula B presenta el citoplasma repleto de pequeitas vacuolas
(v). (15.800x)

C. Detalle del citoplasma de una celula glandular tipo I, que presenta gran
cantidad de vacuolas (v) que se relacionan con el reticulo endoplasmatico liso (»).
Luego, estas vacuolas pequefias se fusionan a las vacuolas mas grandes (*). (M)
mitocondrias. (26.300x).

D. Fotomicrografia electrénica de la zona en contacto con el lumen (L) de
las células glandulares tipo [, en la cual se seiiala (») la zona del aparente vuelco de
la secrecion por el mecanismo de secrecion merocrino compuesto. (REL) cisternas
de reticulo endoplasmatico liso dilatadas, (G) grdnulos de secrecién, (M)
mitocondrias. (7.000x).






FIGURA 3.63 Fotomicrografia electronica de un acino con células glandulares del
tipo serosas (Tipo II) de Chaetophractus villosus. Las células acinares presentan un
nucleo basal (N) con numerosos granulos de secrecion electron densos (g). El
lumen (L) es estrecho y presenta una abundante cantidad de microvellosidades (m).
En la region basal del adendmero se observa una célula plana, cuyo citoplasma
presenta caracteristicas similares a las células acinares (2)

FIGURA 3.64.

A. Fotomicrografia electronica de una célula glandular del tipo serosa. El
nucleo (N), situado en la region basal- presenta grumos heterocromatinicos
periféricos. El citoplasma en su region apical presenta granulos de diferente
densidad a los electrones (G). Posee, ademas, mitocondrias (M), reticulo
endoplasmatico liso (REL), aparato de Golgi (). En la region basolateral se aprecia
el reticulo endoplasmatlco rugoso (RER), que dispone en forma de espiral.
(3.650x).

B. Detalle de la region 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 unién formados por: zdnula occludens (1),
zonula adherens (2), desmosomas (3). (8.000x).
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FIGURA 3.65. Fotomicrografia electronica de una region de un acino en el cual se
observan las células con escasos granulos de secrecion (Tipo IlI) de Chaetophractus
villosus. El nucleo (nu) se encuentra en la region basal. La region apical que se
encuentra en contacto con el lumen (L) presenta escasa microvellosidades. En la
region apical se observan los complejos de union (»). En la region basal se aprecia
el reticulo endoplasmatico liso (re) que adopta forma de espiral. Rodeando al acino
se observa una delgada membrana basal y fibras colagenas (C). (3.380x).

FIGURA 3.66. Fotomicrografia electronica de una célula acinar del tipo III. El
citoplasma presenta mitocondrias (m), escasos granulos de secrecion pequefios (g),
complejo de Golgi (G). Es caracteristica la disposicion en espiral del reticulo
endoplasmatico rugoso (RE) en la region basal. (nu) nucleo. (6.000x).
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FIGURA 3.67. Fotomicrografia electronica de la region apical del epitelio olfatorio
de Dasypus hybridus . La superficie apical presenta una gran cantidad de
microvellosidades (MV), entre las cuales se observan las vesiculas olfatorias de las
neuronas (k). El citoplasma apical de las células de sostén (CS) presenta una gran
cantidad de reticulo endoplasmatico liso (rel) y mitocondrias (n). En la region
supranuclear se encuentra una gran cantidad de reticulo endoplasmatico rugoso
(re), ubicado en forma paralela al eje mayor de la célula. Entre las células de sostén
es comun observar las dendritas (D) de las neuronas olfatorias, las cuales presentan
un citoplasma claro con una gran cantidad de mitocondrias tubulares ()

FIGURA 3.68.
A. Fotomicrografia electronica del borde apical de la célula de sostén. El
borde apical presenta un gran niumero de microvellosidades (MV), entre las cuales

se observan algunas vesiculas ;pinociticas (»). 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 endoplasmatico liso (RE).
(7.600x). El recuadro inferior muestra un detalle de las vesiculas pinociticas (»)
que se encuentran entre las microvellosidades (22200x).

B. Fotomicrografia electronica de un detalle del citoplasma apical de una
célula de sostén donde se observan gran cantidad de mitocondrias tubulares (m) y
cuerpos multivesiculares (mb). (32.300x).
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FIGURA 3.69. Fotomicrografia electronica de neuronas olfatorias de Dasypus
hybridus . El nucleo (N) presenta un carioplasma claro a los electrones Es comun
observar un enorme grumo heterocromatinico (h) asociado al nucledlo (nu). El
citoplasma supranuclear presenta gran cantidad de mitocondrias tubulares (m),
reticulo endoplasmatico liso (RL), reticulo endoplasmédtico rugoso (RE), cuerpos
multivesiculares (mb) y granulos de lipofucsina (If). El citoplasma infranuclear
presenta mitocondrias y gran cantidad de reticulo endoplasmatico rugosos.
(13.600x).

FIGURA 3.70.

A. Fotomicrografia electronica de una vesicula olfatoria (k) en la cual se
observan una gran numero de cilias (c). En su interior hay una enorme cantidad de
mitocondrias (m) y algunas vesiculas (v). (MV) microvellosidades, (>) zona de
union a las células olfatorias (CS), (b) corpusculo basal (22.500x).

B. Fotomicrografia electronica que muestra un detalle de la zona de union
entre una neurona olfatoria (N) y una célula de sostén (CS). La zona de union estd
formada por zonula occludens (1) y zonula adherens (2). En la neurona (N) se
observan mitocondrias (m), neurofilamentos (mt) y algunas vesiculas (v). En la
célula de sostén (CS) se observa una gran cantidad de reticulo endoplasmatico liso
(r]). (74.500x).
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FIGURA 3.71. Fotomicrografia electronica de una célula basal clara -globosa- de
Dasypus hybridus. El nucleo es muy eucromatico (N) y presenta escasos grumos
heterocromaticos. El citoplasma presenta escasa organelas, solo se observan algunas
mitocondrias (m) y gran cantidad de ribosomas libres (R). En la region basal es
comun observar procesos citoplasmaticos de las células de sostén (CS) en los cuales
se observa gran cantidad de granulos de lipofucsina (If) y espacios que pudieron
haber estado ocupados por lipidos (d) (8.300x).

FIGURA 3.72.

A. Fotomicrografia electrénica de una célula basal oscura -plana- de
Dasypus hybridus. El nucleo (N) tiene forma aplanada y es frecuente observar
grumos heterocromatinicos y un nucleélo 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 (»). (12.800x).

B. Fotomicrografia electronica que muestra una region de una célula basal
oscura en cuyo citoplasma se observa la presencia de centriolo (>). (F) filamentos
intermedios. (8.700x)
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FIGURA 3.73.

A. Fotomicrografia electronica una region del conducto de la glandula de
Bowman de Dasypus hybridus. La superficie luminal (L) presenta gran cantidad de
microvellosidades (mv). La célula del conducto (CD) presenta un nucleo electron
denso. El citoplasma presenta una gran cantidad de mitocondrias tubulares (m),
granulos de secrecion (g) y reticulo endoplasmatico liso (rel). (N) neurona.
(13.000x).

B. Fotomicrografia de un detalle del citoplasma de la célula ductal. En el
cual se observan granulos de secrecion (), cisternas de reticulo endoplasmatico
liso (RE), pequefias 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).

FIGURA 3.74. A. Fotomicrografia electronica de una nervio olfatorio de Dasypus
hybridus, en el cual se observa el niicleo eucromatico de una célula de Schwann
(SW). El citoplasma presente escasas organelas y eventualmente presenta un
centriolo (»). La célula de Schawnn se encuentra rodeando a grupos de axones
amielinicos olfatorios (AX). Rodeando al nervio olfatorio se observa una delgada
membrana basal y escasa fibras colagenas (Col). (m) mitocondrias . (16.100x).

B. Detalle de los axones olfatorios amielinicos, en cuyo interior se aprecian

microtubulos (»). (122.800x).






FIGURA 3.75. Fotomicrografia electronica de una region acinar formado por
células acinares que presentan granulos de secrecion tipo mucosos (Tipo I) (2) y
por células acinares que presentan granulos de secrecion tipo serosos (Tipo II) (1)
(L) lumen. (7.000x).

FIGURA 3.76. Fotomicrografia electronica de una célula acinar tipo I. Estas células
presenta un enorme nucleo basal (N) y el citoplasma se encuentra invadido por
una enorme cantidad de grdanulos tipo mucosos (g). Entre las organelas se
encuentran: mitocondrias (M), cisternas de reticulo endoplasmatico liso (RE),
pequenas vacuolas (v) y aparato de Golgi (G). La » seiala la posicion de los
complejos de unién. (6.000x).
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FIGURA 3.77. Fotomicrografia electronica de un acino tipo I. Las células acinares
presentan un enorme nucleo basal (N). El citoplasma presenta una gran cantidad
de grinulos de secrecion (). La superficie luminal (L) presenta microvellosidades
(mv) (6.400x).

A.B.C. Detalle de los diferentes tipos de granulos de secrecion (20.000x).

FIGURA 3.78. Fotomicrografia electronica de una célula acinar tipo 1. Esta célula
presenta un nucleo basal esférico (N) y en el citoplasma apical una gran cantidad
de granulos tipo mucosos (g). Se encuentran ademas gran cantidad de mitocondrias
(m) y reticulo endoplasmatico liso (RE). (5.600x).

FIGURA 3.79. Fotomicrografia electronica de la zona en contacto con el lumen (L)
de las células glandulares tipo I, en la cual se sefala (») la zona del aparente vuelco
de la secrecion por el mecanismo de secrecion merocrino compuesto. (RE) cisternas
de reticulo endoplasmatico liso dilatadas, (G) granulos de secrecion, (m)
mitocondrias. (7.000x).

FIGURA 3.80. Fotomicrografia electronica de una region citoplasmatica 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 asociacion con vacuolas (v). (423.000x).






FIGURA 3.81.

A.Fotomicrografia electronica de la region basal de un acino tipo I de
Dasypus hybridus. lLas células mioepiteliales (CM) yacen en la base de los
adenémeros, por encima de la membrana basal. (Ax) axones olfatorios, (g0
granulos de secrecion, (G) aparato de Golgi. (9.600x)

B. Detalle de una region citoplasmatica de la célula mioepitelial (CM) en la
cual se observa un centriolo (>) y el aparato de Golgi (G). (RE) reticulo
endoplasmatico liso, (mb) membrana basal (25.500x).

FIGURA 3.82. Fotomicrografia electronica de un acino formado por células tipo
serosas (Tipo II). El lumen (L) es estrecho y presenta escasa microvellosidades (»).
La superficie apical presenta zonula occludens (1) y desmosomas (2). Las células
glandulares presentan el citoplasma invadido por numerosos granulos electron
densos (g) (9.000x).
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FIGURA 3.83. Fotomicrografia electronica de una célula acinar tipo II. Estas células
presentan un enorme nucleo basal (NU). La superficie luminal (L) presenta escasas
microvellosidades (mv) y complejos de uniéon (>). El citoplasma basolateral
presenta una enorme cantidad de reticulo endoplasmatico rugoso (RE) que se
organiza en forma de espiral . Rodeando al acino se encuentra una delgada
membrana basal y fibras colagenas (Col). La superficie lateral presenta espacios

intercelulares (*). (10.400x).
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DISCUSION

Hemos caracterizado macro y microscopicamente las estructuras de la cavidad
nasal C. villosus 'y D. hybridus con especial referencia a la mucosa olfatoria, usando
métodos histologicos de microscopia Optica y electrénica, histoquimicos e

inmunohistoquimicos.

CAVIDAD NASAL Y MUCOSA OLFATORIA. ANATOMIA E HISTOLOGIA

La cavidad nasal de los armadillos presentan caracteristicas similares a las
halladas en animales macrosmaticos (Grassé, 1955). Sin embargo, son muy escasos 1os
trabajos en los cuales se realizan un analisis detallado de la cavidad nasal. Los armadillos
presentan un gran desarrollo de los etmoturbinales y por lo tanto una enorme superficie
cubierta con mucosa olfatoria, lo cual facilita la realizacion de experimentos
bioquimicos, quimicos y fisiologicos. Hay un hecho llamativo de estos animales que
merece destacarse las fosas no estin completamente separadas. Este hecho debera
tenerse en cuenta para la interpretacion de ciertos experimentos fisiologicos o
experimentos referentes a los efectos de la oclusion unilateral de narinas para averiguar
las concecuencias de tal procedimiento sobre los fendmenos de regeneraciéon neuronal
olfatoria y apoptosis. En los armadillos hemos hallado -en lugar de los cuatro grupos
senos paranasales caracteristicos (conchal, frontal, maxilar y esfenoidal)- un tnico seno,
que se extiende en gran parte de la cavidad nasal y que hemos denominado seno
maxilofrontal. Estos senos presentan una lamina propia con numerosas glandulas,
caracteristica 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 podria
intervenir en mantener la humedad de la cavidad nasal una vez liberada su secrecion
(Bojsen-Moller, 1964)



182

La organizacion de la mucosa olfatoria de C. villosus y D. hybridus poseen
caracteristicas histologicas similares a las encontradas en otros grupos de mamiferos.
Esto es, 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 ¢f al,, 1984; Jones
et al, 1994). La lamina propia posee caracteristicas histologicas similares a las halladas
en otros grupos de vertebrados (Frisch, 1967, Shantha y Nakajima, 1970; Getchell ef al,,
1984; Kratzing, 1984; Jones ef al, 1994), a excepcién de los peces cuyo rasgo
fundamental es la ausencia total de glandulas de Bowman en la lamina propia y la
presencia de células caliciformes en el epitelio olfatorio (Takami ef al, 1994; Fernandes
y Ribeiro, 1995; Byrd y Brunjes, 1995). Sin embargo, la superficie apical del epitelio
presentan protrusiones apocrinas muy desarrolladas en Chaetophractus villosus. Por
otra parte, son muy poco frecuentes los trabajos en los cuales se decribe la
citoarquitectura de las glandulas de Bowman. La pnesencia' de glandulas tubulo acinares
ramificadas como las que hemos hallado han sido descripta solamente en las células
glandulares oscuras del raton (Frisch, 1967). Esta citoarquitectura y la escasa cantidad
de tejido conectivo entre los acinos dificulta enormemente discernir la forma de los

adenomeros.

ESTUDIOS HISTOQUIMICOS EN LA MUCOSA OLFATORIA DE CHAETOPHRACTUS
VILLOSUS Y DASYPUS HYBRIDUS

El epitelio de los armadillos estudiados presenta GC neutros tanto en su porcion
apical como en su parte basal, incluyendo a la membrana basal, en cambio no se ha
observado la presencia de GC 4cidos en el mismo.

Las glandulas de Bowman producen GC neutros y acidos sulfatados y
carboxilados, aunque se observa otro tipo de células glandulares que no se tirien con
ninguna de las técnicas utilizadas para la deteccion de GC. También se ha observado la

presencia de acido sialico tanto en el mucus como en las glandulas 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 pequenia cantidad de GC acidos carboxilados y sulfatados en
muy poca cantidad. En cambio, las glandulas de Bowman producen exclusivamente GC
neutros (Getchell ef al, 1984). En las glaindulas de Bowman de la mayoria de los
reptiles se ha detectado unicamente la presencia de GC neutros, sin embargo, las viboras
producen GC acidos (Ferri y Liquori, 1989). En aves, las células de sostén y las glandulas
de Bowman producen GC acidos y neutros (Ferri y Liquori, 1989). En mamiferos, el
esquema es similar a los hallados en las dos especies de armadillos. En el mono Rhesus,
conejo, ratén y hamster, se ha reportado la presencia de GC neutros en las células de
sostén y de GC neutros y acidos en las células acinares de las glandulas de Bowman
(Zinnin, 1964; Shantha y Nakajima, 1970; Frisch, 1967, Foster ef al,, 1991).

El mucus que bana‘la superficie del epitelio olfatorio se divide en dos capas: la
capa profunda presenta GC neutros y la capa: superficial GC acidos sulfatados y
carboxilados. En los estudios realizados en otros mamiferos no se detalla la doble
composicion de la capa de mucus, aunque no mencionan haber realizados estudios para
detectar gliconjugados acidos. (Zinin, 1964; Shantha y Nakajima, 1970). En el caso del
mono se han hecho estudios que permitieron analizar la composicion enzimatica del
mucus y se han hallado una gran variedad de enzimas, lo que estaria indicando que el
mucus es metabolicamente activo. El origen y la funcidn de estas enzimas podrian
explicar el alto papel xenobiotico que desempefia la mucosa olfatoria (Hadley y Dahl,
1982). Los estudios realizados en anfibios demuestran una estratificacion del mucus,
pero la distribucion de los GC es inversa a la observada tanto en D. Aybridus como en C.
villosus, esto es la capa superficial presenta GC neutros y la capa superficial presenta GC
acidos (Getchell ef al,, 1984).

Al analizar mas especificamente la composicién glicoproteica de la mucosa
olfatoria mediante el uso de lectinas, los estudios revelaron que entre los armadillos
existen diferencias en cuanto a la composicién histoquimica de los diferentes
componentes de la mucosa olfatoria. El epitelio olfatorio de ambos armadillos presenta
reaccion positiva con PNA en las vesiculas olfatorias y en el citoplasma supranuclear de
las neuronas. Lo cual implica reactividad con residuos de N-acetilgalactosamina Por otra

parte, el epitelio olfatorio de D. hybridus presenta, ademas, residuos de N-
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acetilglucosamina y 4cido sidlico en las células de sostén, debido a la reaccion -tenue-
con WGA. Estos datos coinciden con la presencia de acido sialico detectado con la
técnica de Volz y col.(1987). La reaccion tenue con WGA puede deberse a que este
lectina se une mayoritariamente a los residuos de N-acetilglusamina y en menor
proporcion al dcido sialico. 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 ef al, 1992). La presencia de las glicoproteinas 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,
ademas, la presencia de residuos de D-galactosa, N-acetil D-galactosamina, N-acetil D-
glucosamina, D-manosa, D-glucosa y acido sialico (Ferri y Liquori, 1989, Foster ef al.,
1992). Por otro lado, la reactividad de las vesiculas olfatorias de las neuronas del epitelio
olfatorio y en algunos axones olfatorios de D. hybridusy C. villosus con PNA indica la
presencia de glicoproteinas con residuos de galactosa1,1,38N-acetilgalactosamina
terminal en estas estructuras. Los sitios de union a PNA podrian estar asociados con
funciones de barrera, pero por otro lado estos sitios se hallan presentes, ademas, en los
nervios olfatorios en desarrollo, por lo tanto los autores postulan la posible relaciéon con
la degeneracion y regeneracion de los axones después de una lesion (Gong y Shipley,
1996). Nosotros hemos detectado la presencia de PNA en algunas vesiculas olfatorias y
en algunos axones en la lamina propia de animale.s adultos y tal vez esto esté
demostrando algun tipo de regeneracion neuronal. La presencia de glicoproteinas
especificas en las vesiculas olfatorias, cuyos residuos terminales son detectados por
lectinas, podrian estar relacionados con la quimiorrecepcion y transduccion de los
mensajes odoriferos en senales nerviosas. Esta hipotesis se apoya en algunos reportes que
indican que las membranas de las cilias olfatorias presentan tanto receptores para
sustancias odoriferas como para glicoproteinas involucradas en las transduccion de la
senal (Menco y Farbman, 1992; Franceschini ef al., 1994). Es probable, ademas, que las
glicoproteinas de superficie que se marcan con las lectinas puedan representar una gran
parte de las proteinas transmembrana involucradas en la olfaciéon (Menco, 1992). Otra
posibilidad es que diferencias en la marcacidn con lectinas estén relacionadas con otras

funciones importantes tales como, reconocimiento celular, adhesion y fasciculacion, que
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en el sistema olfatorio ocurren no sdlo durante el desarrollo embrionario sino también
en la vida adulta (Franceschini ef al, 1994; Gong y Shipley, 1996). No hemos obtenido
reaccion con SBA en las neuronas de armadillos adultos. Sin embargo, Franceschini y
col. (1994) utilizando la lectina SBA han detectado la presencia de glicoproteinas con
residuos de acetilgalactosamina en neuronas olfatorias y vomeronasales en ratas durante
estadios embrionarios, lo cual podria relacionarse con la formacion de los primeros
contactos sinapticos en el bulbo olfatorio. Por otro lado, SBA también se une a las cilias
de las neuronas olfatorias, pero lo hace mas débilmente y PNA se une unicamente a las
microvellosidades de las escasas células microviliares que se hallan en la superficie del
epitelio olfatorio de ratas (Menco, 1992a).

En el mucus hemos obtenido reaccion positiva unicamente con la lectina WGA.
No reacciona con PSA, BSA y PNA. Datos similares hemos obtenido con la técnica de
Voltz y col. (1987) para detectar residuos de acido sialico. Menco (1992a) estudié la
marcacion diferencial con lectinas en cilias y microvellosidades del epitelio olfatorio de
ratas, asi, comprobd que WGA marca el mucus que rodea la region apical de las células
receptoras y de las células de sostén. El mucus esta compuesto por dos capas: la zona
proxima al epitelio es la que se tifie mas intensamente con WGA y la distal que se tifie
menos intensamente con WGA (Menco, 1992).

La bibliografia analizada no detalle la marcacion diferencial entre el mucus y las
glandulas de Bowman o de las células de sostén (en el caso de anfibiog y reptiles) como
se han hallado en los armadilios.

El mucus protege la superficie epitelial de la desecacion y las temperaturas
extremas y ademas ayuda a prevenir el dano causado por agentes infecciosos y por.
particulas no infecciosas (Farbman, 1992). Ademas, las glicoproteinas que contienen
residuos de 4cido sialico servirian para proteccion y aquellas que contengan residuos
fuertemente sulfatados funcionarian primariamente como lubricantes (D’Ottavio ef al,
1989). Otras de las funciones de los residuos de acido sidlico son: proteccion,
reconocimiento celular, bactericida, regulacion de las propiedades viscosas de la
secrecion (Castells ef al, 1994). La otra funcion del mucus es la de permitir que el
estimulo odorante llegue a los sitios receptores. Por lo tanto, cualquier molécula olorosa

deberia ser soluble en el mucus. Para el caso de los vertebrados terrestres la mayoria de
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los estimulos olorosos son hidrofobicos, cabe preguntarse: como penetran a las células
receptoras a través de un medio acuoso como lo es el mucus?. La respuesta estaria dada
en diversos agentes que estan 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 azicar en las glicoproteinas que forman el mucus determinan la
viscosidad y la permeabilidad del mismo. En particular, los residuos de acido sialico, que
se encuentran cargados negativamente a pH fisioldgico, contribuyen a la viscosidad del
mucus, a la unién idnica y al atrapamiento de bacterias en la capa de mucus (Foster ef
al, 1991).

El estudio con lectinas en las glandulas de Bowman presentan diferencias entre
los dos armadillos estudiados. C. villosus presenta, a diferencia de D. hybridus, tincion
con PSA y PNA. Esto implica que ambos armadillos presentan glicoproteinas con
residuos de N-acetilglucosamina, acido sialico y N-acetilgalactosamina, pero C. villosus
presenta, ademas, glicoproteinas con residuos N-glicosidil con centros fucosilados y N-
1,3Racetilgalactosamina. Las glandulas de Bowman de la salamandra también contienen
residuos de N-acetilgalactosamina, que generalmente estan fucosilados, pero no se han
observado residuos de acido sialico (Foster ef 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 estan ausentes en sus glandulas de
Bowman (Ferri y Liquori, 1989). En el epitelio olfatorio de ratas PNA tine selectivamente
ductos y glandulas de Bowman (Hempstead y Morgan, 1983). En el hamster y el raton,
se han observado dos subpoblaciones de células acinares. La mayoria de las células
acinares presentan GC con residuos de N-acetil-galactosamina y terminales con 4cido
sialico. Una subpoblacion 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 ef al, 1992). En nuestro estudio hemos comprobado
que en los acinos sélo se marcan algunas células acinares, lo cual nos podria estar
indicando la presencia de subpoblaciones de células glandulares o células en diferentes

periodos de maduracion.
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Los resultados obtenidos de los estudios realizados por medio de lectinas nos dan,
fundamentalmente, dos tipos de informacion. Por un lado, la utilizacién de diferentes
lectinas nos proporciona datos acerca de los componentes tisulares especificos, ya sea
sobre variaciones en la composicion misma como variaciones en la composicion de las
secreciones en diferentes estadios de funcionamiento y maduracion de las células. Por
otro lado, el uso de estas moléculas permite marcar especificamente diferentes tipos
celulares dentro de la mucosa olfatoria, permitiendo, asi, identificar tanto a los
diferentes tipos celulares dentro del epitelio como caracterizar los tipos celulares que

conforman las glandulas de Bowman.

En cuanto a la presencia de lipidos los hemos detectado en el citoplasma apical de
las células de sostén, en la region basal y en algunas glandulas de Bowman. La
presencia de lipidos también se ha registrado en las la region apical de las células de
sostén, en la porcién apical de las neuronas olfatorias y en las glandulas del mono
Rhesus y en las glandulas de Bowman del raton (Shantha y Nakajima, 1970; Frisch,
1967).

Los armadillos presentan similitudes y diferencias con otras especies de
vertebrados estudiados. Existen, ademas, diferencias y similitudes entre ambas especies
estudiadas. Resta analizar si estas discrepancias se deben a diferentes actividades

olfatorias o a diferentes estrategias evolutivas.

ESTUDIOS INMUNOHISTOQUIMICOS DE LA MUCOSA OLFATORIA DE
CHAETOPHRACTUS VILLOSUSY DASYPUS HYBRIDUS.

La utilizacién de anticuerpos contra la proteina marcadora del sistema olfatorio
(OMP) (Margolis, 1972) permite revelar la presencia de neuronas olfatorias maduras y
la distribucion de los nervios olfatorios dentro de la mucosa (Johnson ef al, 1995;
Wensley et al, 1995; Graziadei et al, 1977). En ambas especies estudiadas la

inmunomarcaciéon con OMP revela la localizacion y. la morfologia de las neuronas
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olfatorias inmunoreactivas para OMP, asi como también la localizacion de los filetes
olfatorios en la lamina propia. Las neuronas se observan como células bipolares con un
axon el cual raramente se observa, y una dendrita apical que termina en una expansion
apical. La proteina OMP se encuentra en el citosol de neuronas sensoriales maduras y se
distribuye a lo largo de toda la célula, desde la parte proximal de la cilia hasta el axon
(Farbman, 1992). Esta proteina se expresa en neuronas maduras y por lo tanto sirve
para diferenciar éstas ultimas de neuronas inmaduras (Farbman, 1992).

La funcién de la OMP no es muy clara. Sin embargo, Farbman y Margolis (1980),
sugieren que la presencia de una proteina marcadora de la célula receptora olfatoria
senala de alguna manera la maduracion de la célula y mas especificémente podria estar
relacionada con la formacion de la sinapsis. El OMP no es detectado cultivos in vifro de
células olfatorias. Esta ausencia se podria 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 formacién de la
sinapsis induce a las células receptoras a sintetizar OMP.

El producto de la expresion del gen 9,5 (PGP 9,5) ha atraido mucho la atencién
como un nuevo marcador neuronal especifico. El PGP 9,5 es una proteina soluble
aislada del cerebro humano (Taniguchi ef al, 1993) y es especifica del citoplasma de
células nerviosas y neuroenddcrinas. En los estudios realizados en las dos especies de
armadillos se hallé inmunomarcacion en el epitelio olfatorio y en los filetes nerviosos de
la lamina propia. Dentro de una célula receptora el soma y la dendrita presentaron una
intensa marca inmunopositiva, mientras que el axén en general fue dificil 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 expresion en humanos adultos (Takami ef al, 1993). en ratas
(Iwanaga cf al, 1992; Taniguchi ef al,, 1993; Wensley et al, 1995) y en armadillos, se
podria sugerir que el PGP 9,5 es un componente bioquimico importantes de las
neuronas olfatorias maduras (Taniguchi ef al, 1993; Johnson ef al, 1995). Por otra
parte, la presencia de inmunoreactividads positiva para ambos antisueros estudiadas -
OMP y PGP 9.5-, en armadillos como asi también en otros grupos de vertebrados (rana,
rata, raton, humanos (Iwanaga ¢f al,, 1992; Takami ef al,, 1993; Wensley e¢f al,, 1995))
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confirman la conservaciéon de estas moléculas a lo largo de la evolucion ya que ha
mantenido en animales tan primitivos y distantes como son los Edentados.

El anticuerpo anti-VIP, en ambas especies estudiadas dié6 inmunomarcacion
positivos en el borde apical del epitelio olfatorio. Se requeriran estudios de
inmunohistoquimica con microscopia electronica 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 extrinsecass. Los estudios sobre la inervacion de la mucosa olfatoria
indican que las fibras que contienen péptido intestinal vasoactivo se originan en los
ganglios esfenopalatinos y oticos (parasimpaticos) (Grunditz ef al, 1994). De estos
mismos estudios se deduce que los neuropéptidos que contienen las neuronas que
inervan a la mucosa olfatoria, podrian actuar como mediadores en las funciones nasales
(Grunditz ef al., 1994). La bibliografia carece de datos que se asemejen a los obtenidos
en los armadillos. Por lo tanto una posible explicacion podria ser que las terminales
nerviosas que contiene VIP terminen directamente en los 4robs olfatorios y que
intervengan de alguna forma en la funcién olfatoria.

Debido a la propiedad regenerativa que presenta el epitelio olfatorio de la
mayoria de los vertebrados, se probaron en el armadillo C. villosus dos anticuerpos que
nos dan informacién acerca de la division y el crecimiento celular: GAP43 y PCNA.
GAP43 se halla presente en terminales axénicas presindpticas y parece estar involucrado
en el crecimiento neuronal y la sinaptogénesis (Milosevic ef al, 1995; Zou y Martin,
1995). La presencia en Chaefophractus villosus de algunas neuronas y axones
inmunoreactivos a GAP 43 que se hallan en la lamina propia indicarian el hallazgo de
ciertas neuronas y de axones en estadio de maduracion, lo cual implicaria una constante
renovacion 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 axonicos y sinapsis (Skene y Willard, 1981). Por
otro lado, la proliferacion celular es una caracteristica de daro celular y reparacién. La
renovacion celular estaria confirmada por la presencia de células basales claras
inmunoreactivas a PCNA de Chaefophractus villosus, un anticuerpo que marca
neuronas en proliferacion (Casasco ef al, 1993; Ortego ¢f al., 1994).
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Para analizar la inmunohistoquimica del resto de las células que componen el
epitelio olfatorio, se utilizaron anticuerpos, especialmente aquellos que reaccionan con
las citoqueratinas.

Las citoqueratinas que tipicamente se hallan en tejidos epiteliales, presentan una
distribucion diferencial a lo largo de 1a mucosa olfartoria. El anticuerpo monoclonal anti
citoqueratinas 5, 6 y 18 (LP34), did, en C. villosus, inmunomarcacion 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 ef al, 1985; Yamagashi ef
al, 1989, Susuki y Takeda, 1991; Hoolbrook ef al, 1995). No se obtuvo el mismo
resultado en D. hybridus. Posiblemente, la presencia de estos tipos de citoqueratinas
deba analizarse usando otras metodologias (tratamientos con proteasas o con
microondas (Szekeres et al, 1994; Portiansky ef 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. El anticuerpo LP34 reconoce tres tipos de citoqueratinas (5, 6 y 18). Cuando
analizamos la expresion de citoqueratinas usando un anticuerpo especifico para un tipo
de citoqueratina (18) (ver tabla de resultados) no se observa inmunomarcacion, por lo
cual posiblemente las citoqueratinas de las células basales oscuras sean del tipo 5 ¢ 6.
Los estudios de ME demostraron una gran cantidad de manojos de filamentos
intermedios en el citoplasma de las células basales oscuras de Dasypus hybridus. Por lo
tanto, consideramos necesaria tratar de buscar anticuerpos especificos para estos tipos
de citoqueratinas a fin de dilucidar este punto.

En D. hybridusla zona apical de las células de sostén reaccionaron positivamente
con el anticuerpo anti-citoqueratina 18 humana. El mismo anticuerpo en C. villosus dio
inmunomarcacion en algunas glandulas 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
glandulas de Bowman (Hoolbrook ef al, 1995). Estos autores, estudiando el epitelio
olfatorio de ratas adultas, relacionan -basandose en la expresion de citoqueratinas- a las

células basales oscuras con las células de sostén. La tincidon tanto de las células de sostén
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como la de las células acinares de las glandulas de Bowman podria deberse a que los
anticuerpos policlonales reaccionan con mas de una subunidad de citoquertina. Sin
embargo contrariamente a esta hipdtesis existe una relacion embrioldgica entre las
células de sostén y las glandulas de Bowman, ya que ambos tipos celulares derivan de la
misma region de la placoda olfatoria (Klein y Graziadei, 1983). Por otro lado, también se
ha reportado la regeneracion del epitelio olfatorio a partir de las glindulas de Bowman
después de su destruccion (Matulionis, 1975). Por lo tanto, si las glandulas de Bowman
se diferencian a partir del epitelio olfatorio durante el desarrollo, la regeneracion del
epitelio olfatorio a partir de las glandulas de Bowman puede ser posible ya que estas
glandulas poseen propiedades epiteliales (Taniguchi ef al, 1996a; Taniguchi ef al,
1996b). La presencia de inmunoreactividad a citoqueratinas, generalmente presentes
en el epitelio, en las glandulas de Bowman confirmarian lo expresado anteriormente.

La vimentina esta presente en neuronas en proliferacion y su expresion a lo largo
del desarrollo es reemplazada por la expresion de neurofilamentos (Aoki ef al, 1995;
Osada ef al, 1995). La marca obtenida en el armadillo Chaefophractus villosus en las
células basales oscuras, difiere con los resultados hallados por Osada y col. (1995) en el
epitelio olfatorio y en el 6rgano vomeronasal de ratas adultos, en los cuales solo se hallan
unas pocas células inmunoreactivas en los adultos. Vollrath et al. (1985), por un lado,
no hallé marca con anti-vimentina en ninguna célula del epitelio olfatorio, mientras que
Schwob y col. (1986) hallaron que las neuronas olfatorias continiian expresando
vimentina o una proteina similar en lugar de expresar neurofilamentos. La presencia de
células basales oscuras inmunoreactivas a vimentina en Chaetophractus villosus, podria
estar sugiriendo que la expresion de vimentina jugaria un papel importante en la
diferenciacion temprana de las neuronas olfatorias aun en la vida adulta y que las
células basales oscuras que expresan vimentina podrian ser consideradas como
neuronas olfatorias en uno de sus primeros estadios de diferenciacion.

Los anticuerpos anti-neurofilamentos de 160 y Z00kD han dado resultados
negativos tanto en D. hAybridus como en C. villosus. Estos resultados difieren de los
hallados por Yamaguishi et al. (1989), en los cuales la inmunomarcacion se localizé en
las neuronas sensoriales, especialmente en las dendritas y los somas pero no en los
axones. Cabe aclarar que este autor no especifica el tipo de anticuerpo que utilizé 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 senialar que hemos demostrado al ME la
presencia de manojos de filamentos intermedios en el citoplasma de las neuronas
olfatorias de ambos armadillios, razon por la cual probablemente estas células sinteticen

otro tipo de neurofilamentos distintos a los que hemos probado.

Los resultados obtenidos empleando metodologias inmunohistoquimicas
demuestran que, si bien la expresion de los distintos antigenos en los diferentes tipos
celulares es coincidente, en lineas generales con lo observado en otros mamiferos,
existen algunas diferencias particulares en los armadillos. Ademas, es posible observar
diferencias en los patrones de inmunomarcacion entre C. villosusy D. hybridus, los que
pueden estar relacionados con diferencias en la actividad olfatoria o bien con

vanaciones ocurridas durante la evolucion.

ESTUDIO DE LA MUCOSA OLFATORIA DE CHAETOPHRACTUS VILLOSUS Y DASYPUS
HYBRIDUS A NIVEL DE MICROSCOPIA ELECTRONICA

Las dos especies de armadillos estudiados presentan a nivel ultraestructural -del
mismo modo que a nivel de MO- caracteristicas similares a las halladas en rata mole,
ratdn, 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
ef al,, 1967, Kratzing, 1978; Morrison y Constanzo, 1992).
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CELULAS DE SOSTEN

En el armadillo Chacetophractus villosus hemos hallado dos tipos diferentes de
células de sostén mientras que Dasypus hybridus presenta un unico tipo celular fue
demostrado a nivel ultraestructural. El primer tipo celular -el mas frecuente- de
Chactophractus villosus es muy similar al unico tipo hallado en Dasypus hybridus.
Presenta caracteres morfoldgicos similares a los hallados en otros mamiferos (Graziadei,
1966, Kratzing, 1970, Graziadei y Monti Graziadei, 1979; Getchell y Getchell, 1992).
Sin embargo, se deben destacar vanas differencias estructurales. El primer rasgo
caracteristico es la presencia de enormes protrusiones -a modo de secrecion apocrina-
en la superficie apical de las células de sostén de C. villosus. Estas protrusiones son
escasas en D. hybridus. En los mamiferos han descriptas en la rata mole (Graziadei,
1966), destacandose que en este animal presenta un escaso desarrollo. En cambio, es
comun la presencia de protusiones en algunos reptiles (Getchell y Getchell, 1992).
Segun estos autores la presencia de estas especializaciones apicales pueden colaborar en
incrementar la superficie, especialmente para la secrecion por pinocitosis y las
funciones absortivas. Sin embargo no hemos observado la presencia de granulos
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 secrecion apocrina descripta en otras glandulas
(glandula infraorbital de la cabra japonesa, glindula de Harder de conejo) (Smith y
Hearn, 1979, Wooding, 1979; Atoji ef al, 1983; 1987; 1989). En los primeros estadios
durante la formacién de las protrusiones apdcrinas, aparece una saliencia en la
superficie de la célula. Esta estructura se agranda y protruye en el lumen pero aun sigue
conectada a la célula por un pedicelo, hasta que finalmente se suelta en el lumen (Smith
y Hearn, 1979; Atoji ef al,, 1993). Estudios de ME en otras glandulas demostraron que
las protrusiones apicales pueden presentar una fina matriz que contiene una forma
vesicular de reticulo endoplasmatico rugoso y algunos ribosomas (como ocurre en las
glandulas sudoriparas del hombre) (Kurosomi y Kurosomi, 1982). Otro tipo de
protrusion apdcrina carece totalmente de cualquier tipo de organela en su interior
(como ocurre en la glandula infraorbital de la cabra japonesa y en las glandulas
odoriferas de algunas aves) (Smith y Hearn, 1979; Atoji ¢f al,, 1987). Por otro lado, es
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importante remarcar la presencia de reticulo endoplasmatico liso y vesiculas en el
interior de las protrusiones, hecho sobre el cual no hemos hallado datos en la literatura.

La presencia de reticulo liso en el citoplasma apical de las células de sostén es un
rasgo caracteristico presente en perros, ovejas y algunos primates (Okano ef al,, 1967,
Kratzing, 1970; Loo, 1977). Esta region se corresponde con la zona de alta sudanofilia
hallada en los estudio histoquimicos, la cual puede deberse a la alta concentracion de
reticulo endoplasmatico liso.

Las células que presentan una gran cantidad de reticulo liso se asocian, en
general, a células productoras de hormonas esteroideas (Seliger y Smith, 1968; Hoffer y
Karnovsky, 1981; Pudney y Fawcett, 1977). Por otro lado, las membranas del reticulo
endoplasmatico liso juegan un papel muy importante como sitios para las enzimas que
intervienen en la biosintesis de los andrégenos (Christensen y Fawcett, 1966). Sin
embargo, células con abundanté cantidad de reticulo endoplasmatico liso no se
encuentran asociadas solamente con las células secretoras de esteroides, sino que
ademas puede hallarse en células que metabolizan lipidos, en células adiposas y en
células hepaticas que intervienen en el metabolismo del colesterol. Esta caracteristica
podria relacionarse, ademas, con el hecho de que el sistema de reticulo endoplasmatico
liso puede estar involucrado en el mecanismo de transporte idnico, tal como ocurre en
las células de la mucosa géstrica del intestino o en el reticulo sarcoplasmatico de los
musculos (Sisson y Fahrenbach, 1967). Esta propiedad podria relacionarse con la
posible funcion de las células de sostén de intervenir en el intercambio idnico y en el
metabolismo detoxificante de la mucosa olfatoria (Getchell y Getchell, 1992; Lewis y
Dahl, 1995).

Las células de sostén de C. villosus carecen de las barras terminales que
encontramos en D. hybridus, especializacion que se ha encontrado también en el perro
(Okano ef al, 1967).

El segundo tipo hallado solamente en C villosus podria considerarse como un
estadio en degeneracion del primer tipo celular. La posibilidad de considerar al segundo
tipo celular como una célula en degeneracion se debe a la presencia de nticleo picnético,
vacuolas autofigicas, edematizacion del citoplasma y cuerpos densos -caracteristicas
halladas en células en degeneracion (Simmons ef af, 1981; Monti Graziadei y Graziadei,
1979; Schmidt ef al., 1995; Suzuki ef al, 1995)-. Estas caracteristicas degenerativas se



195

hallan en las neuronas olfatorias de los epitelios sometidos a algun tipo de injuria. Estos
indicios ultraestructurales indicarian un posible recambio en las células de sostén. No
hemos hallado datos en la bibliografia sobre alguin tipo de recambio en las células de
sostén, aunque en ratones se ha observado escasos nucleo en mitosis (Graziadei y Monti-
Graziadei, 1979). Sin embargo, atin 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 si misma (Vollrath ef al, 1989)

La relacion entre las células de sostén y las neuronas han sido descriptas en la
mayoria de los vertebrados. Las células de sostén rodean y envuelven a las células
receptoras, en ambas especies de armadillos mediante complejos de union y simple
aposicion de membrana. Esta relacion estaria reflejando funciones similares a las gliales,
en cuanto a aislar y regular el contenido idnico extracelular de las células olfatorias
(Kratzing, 1970; Rafols y Getchell, 1983; Getchell y Getchell, 1992).

NEURONAS OLFATORIAS

Las neuronas receptoras olfatorias presentan vesiculas olfatorias muy
desarrolladas similares a las halladas en otros mamiferos (Graziadei, 1967; Okano ef al,
1967; Kratzing, 1970; Loo, 1977; Graziadei y Monti Graziadei 1979; Kratzing, 1984).
Las cilias 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 percepcién olfatoria (Allison,
1953). El armadillo C. villosus presenta en la vesicula olfatoria raicillas ciliares, las
cuales podrian tener una funcion 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 mayoria de los mamiferos, ya
que se ha reportado su presencia solo en algunas especies de primates (Loo, 1977) y en
el perro (Okano ¢f al, 1967). En el armadillo D. Aybridus no observamos estas
estructuras asociadas a las cilias. Las diferencias en cuanto a la constituciéon de las
estructuras ciliares en ambos armadillos podria deberse a una cuestion funcional en

cuanto al movimiento de la capa de mucus sobre el epitelio. La presencia de las enormes
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protrusiones halladas en C. villosus provocarian un impedimento para el movimiento
del mucus, razén por la cual seria 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 heterocromatinicos -falsos nucledlos a MO-,

caracteristica que no ha sido observada en otros mamiferos.

CELULAS BASALES

Las células basales -tanto las oscuras como las claras- presentan caracteristicas
similares a las halladas en otros mamiferos (Graziadei y Monti Graziadei, 1979, Vollrath
et al, 1985; Suzuki y Takeda, 1991; Hoolbrook ef al,, 1995). La funcién de las células
basales claras en la regeneracion del epitelio es un tema muy discutido en la literatura.
Para algunos autores las células basales claras serian las posibles progenitoras de las
neuronas olfatorias (Suzuki y Takeda, 1991). Otros autores sugieren que las células
basales claras representan una forma de transicién 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 mas profundos para tratar de resolver la naturaleza
de las células progenitoras pluripotenciales que intervienen en la regeneracion del
epitelio. Nuestros estudios con el anticuerpo PCNA -antigeno de proliferacion celular-
han dado resultados positivos solamente en las células basales claras, lo que estaria
indicando 1a fenomenos de division en estas células. Por otro lado, no hemos hallado

inmunoreactividad con este anticuerpo en ningun otro tipo celular del epitelio olfatorio.



197

DUCTOS DE LAS GLANDULAS DE BOWMAN

Las células de los ductos de las glandulas de Bowman presentan granulos de
secrecion. No hemos observados mecanismos secretorios en estas células. Las células
acinares de las glandulas de Bowman y las células ductales presentan muchas
caracteristicas comunes, especialmente en cuanto a al aspecto al ME de los granulos
secretorios y a la presencia de microvellosidades luminales. Es posible que las células
ductales represente una modificacion de las células glandulares para formar el
conducto. Por otra parte, es probable que la secrecion de las células ductales modifique
de alguna manera las caracteristicas de las secreciones de las glandulas de Bowman o
que simplemente la secrecidn proveniente de estas glandulas se modifique en la
superficie del epitelio, ya que nuestros estudios histoquimicos 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 ningun indicio de actividad
secretora (Kratzing, 1984).

NERVIOS OLFATORIOS

La relacién anatomica entre los axones olfatorios y las células de Schwann que
los envuelven, nunca va mas alla de lo que podria ser considerado un estado
embrionario. Los axones pequerios en estadios de desarrollo se halla aun agrupados en
paquetes envueltos por procesos de las células de Schwann (Peters et al, 1991). El
hecho de que la relacién permanezca inmadura concuerda con la idea que las células no
estan programadas para vivir mucho tiempo.

Los axones son de calibre muy fino y de diametro uniforme. En los axones
amielinicos de nervios no olfatorios, las fibras individuales estin envueltas por células de

Schawnn, lo que corresponde un axoén a un mesoaxon (Peters ef al, 1991). En cambio
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los axones olfatorios, presentan varios axones por un unico mesoaxon (De Lorenzo,
1957). Lo dicho anteriormente implica que los axones estin en contacto unos con otros,
y que las células de Schwann envian procesos citoplasmaticos que separan los axones en
paquetes, en lugar de aislar a cada nervio, como ocurre en los axones amielinicos
periféricos (Peters ef al., 1991). También a diferencia de otros nervios periféricos no se
observa una membrana basal ni fibras colagenas entre los nervios olfatorios. Esta
caracteristica 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 concentracion idnica resultante de la actividad de una axén
podria reducir la excitabilidad de sus vecinos (Fraher, 1982).

Las células de Schwann que rodean a los nervios olfatorios poseen caracteristicas
inusuales. Ademas, estas células de Schwann a nivel estructural son similares a los
astrocitos (Barber y Lindsay, 1982). Presentan nucleos eucromaticos con escasa
heterocromatina y procesos citoplasmaticos claros a los electrones en los cuales es
comun observar filamentos intermedios y granulos de glucdgeno, caracteristicas que
comparten con los astrocitos (Barber y Lindsay, 1982; Peters ef a/,, 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 proteina inmunoreactiva para el
péptido acido presente en la glia (GFAP) (datos no presentes en esta tesis). GFAP ha sido
hallado en astrocitos y glia de Bergman (Bignami ef al,, 1972). Estos datos 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 de una proteina
inmunoreactiva para GFAP y las caracteristicas antes mencionadas podrian relacionar a
estas células de Schwann con los astrocitos mas 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 podrian resultar interesantes en relacion 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 clasificacién de las glandulas de Bowman, en cuanto a su caracter de mucosa
O serosa, resulta bastante complicado. Las designaciones de mucosa y serosa pueden
hacerse en base a las caracteristicas histoquimicas (Mochizuki ef a/, 1982), o en base a
la ultraestructura (Spicer ef al, 1982). Los acinos serosos presentan nucleos redondos,
lumen angosto, canaliculos intracelulares, abundante reticulo rugoso basal y granulos
electrén denso discretos, pero a su vez presentan una respuesta muy débil a la reaccion
de PAS y no reaccionan con la tincién de AB (Spicer ef a/, 1981; Sakai, 1989). Los
acinos mucosos presentan nucleos desplazados hacia la base y aplanados, granulos
claros a los electrones grandes y confluyentes e histoquimicamente son: fuertemente PAS
posttivas (Spicer ef al., 1982; Sakat, 1989). Sin embargo se han clasificado ademas tipos
glandulares intermedios, pudiéndose diferenciar ademas, de los tipos serosos y mucosos
dos tipos mas: acinos seromucosos y serosos especiales. Las células serosas especiales
presentan caracteristicas histologicas e histoquimicas de las células serosas pero al ME
sus granulos se observan débilmente electron densos. Presentan escasa cantidad de
reticulo endoplasmatico rugoso en la region basal (Wilborn y Shackleford, 1971; Sakai,
1989). Las células seromucosas presentan caracteristicas similares a las células
mucosas, pero al ME sus granulos son fuertemente electrén denso (Sakai, 1989).

Las glandulas de Bowman de los armadillo son tubuloacinares simples
ramificadas. La presencia de glandulas ramificados se ha observado unicamente en las
células glandulares oscuras de los ratones (Frish, 1967). Histologicamente e
histoquimicamente presentan caracteristicas similares a las halladas en otras especies de
vertebrados (Frisch, 1967; Kratzing, 1969; Getchell y Getchell, 1977; Getchell ef al,
1984, Ferri y Liquori, 1989; Getchell y Getchell, 1992). A diferencia de los que ocurre
en Chaetophractus villosus, Dasypus lybridus 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 caracteristicas 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
histoquimicos con lo observado al ME y por lo tanto no es posible dar una clasificacion
basada en caracteres morfologicos e histoquimicos.

Una caracteristica importante de remarcar es la presencia de una enorme
cantidad de reticulo endoplasmatico liso en el citoplasma de las células acinares de
apariencia mucosa. La presencia 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 endoplasmatico liso predomina en células productoras de triglicéridos colesterol
y hormonas esteroideas. Pero, ademas, el reticulo endoplasmatico liso -como ocurre en
las células hepaticas- juega un papel importante en la sintesis de enzimas que
intervienen en el metabolismo y detoxificacion de drogas (De Robertis y De Robertis,
1984; Fawcett, 1993b). Se han realizado numerosos trabajos sobre la actividad en la
mucosa nasal de enzimas xenobioticas (Shapiro, 1970; Hadley y Dahl, 1982; Asanuma y
Nomura, 1991). La actividad de la enzima citocromo P-450 excede a la del higado
cuando se normaliza al contenido de proteinas en el tejido (Hadley y Dahl, 1982)

La secrecion parece liberarse mediante un mecanismo de secrecidn merocrina
compuesta (Douglas, 1978). El mecanismo de secrecion de las glandulas de Bowman no
se ha estudiado sistematicamente a nivel ultraestructural. La presencia de secrecion
merocrina se describié unicamente en la rana toro (Getchell y Getchell, 1992).

En C wvillosus se ha observado, ademas, la .presencia de lo que podria
considerarse un tipo de secrecidon apocrina. La secrecion apocrina se describié en la
region basal de las células acinares del conejo y las células serosas de las glandulas de
Bowman del hombre (Yamamoto, 1976; Lucheroni ef al, 1986). Estructuras similares a
las halladas en las glandulas de Bowman del armadillo se han observado en las células
de sostén del epitelio -indicando también un tipo de secrecidén 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 glandulas de Bowman, lo cual se explica por
las propiedades epiteliales que mantienen las glandulas de Bowman (Taniguchi ef al,
1996). Por otro lado, Matulionis (1975) reportd la regeneracion del epitelio olfatorio a

partir de las glandulas de Bowman luego de su destruccion con ZnSO;.
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Los estudios anatomicos de la mucosa olfatoria demuestran un sorprendente
grado de similitud entre las diferentes especies de vertebrados. Esta caracteristica
también se atribuye a las glandulas de Bowman. Sin embargo, tanto el epitelio como las
glandulas de Bowman de los armadillos presentan caracteristicas -especialmente a nivel
de mecanismos secretorios- diferentes a la mayoria de las especies estudiadas. Por lo
tanto, seria necesaria la realizacion de estudios estructurales utilizando agonistas que
induzcan la secrecidn, para tratar de clarificar los mecanismos secretorios del epitelio y

de las glandulas de Bowman.



CAPITULO IV

Estudio neuroanatomico de Dasypus hybridus



EL SISTEMA NERVIOSO DE LOS ARMADILLOS

ANTECEDENTES HISTORICOS

Los Edentados comprenden un grupo muy heterogéneo, cuyos miembros poseen
particularidades somaticas que los nuclea como un grupo con caracteres particulares y
diferentes a otros mamiferos. Por lo tanto, es de esperar que su sistema nervioso,
también, posea caracteristicas 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 caracteristicas
macroscopica mas sobresalientes de varias especies de Edentados tales como:
Orycteropus sp, Myrmecophaga sp, Tamandua sp, Bradypus sp, Dasypus sexcinctus,
Chlamydophorus truncatus . Aparecen, de este modo, las primeras descripciones sobre
la anatomia 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 neuroanatomia del armadillo de nueve bandas (7afusia
novemcincta), Shuddemagen (1907) es la primera autora en realizar un detallado
estudio macroscopico del cerebro y la médula espinal con particular énfasis en la
apariencia del encéfalo, sus comisuras primarias, ventriculos y nervios. En ese estudio,
también, observa la similitud del cerebro con el de los mamiferos inferiores.

En 1932, Papez, estudiando los nucleos talamicos de 7. novemcincta, compara el
cerebro de este armadillo con el de los del género Insectivora en los cuales su
organizacion nerviosa se basa fundamentalmente en sensibilidades olfatorias,
trigeminales y propioceptivas. Ademas, describe el cerebro anterior formado por un
corto rinencéfalo con centros olfatorios bien desarrollados, rodeados por un neopalio
pequeno y rudimentario. La fisura rinal, que consiste de dos partes, estd ubicada sobre la
superficie lateral, como en algunos insectivoros. Los ojos y los nervios dpticos, por otra
parte, estin reducidos. En cuanto al talamo, propone que estos animales, siendo
particulares en muchos aspectos, estas caracteristicas distintivas se reflejan en la

organizacion de los nucleos talamicos. Debido al escaso desarrollo del neopalio y de su
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aparato visual, el armadillo posee un talamo reducido en tamarno y en complejidad, lo
cual representa el patron de los mamiferos en su forma mas simple, comparable a la
rata, la zarigueya y los insectivoros. Esta reduccion del tilamo afecta casi exclusivamente
al talamo dorsal y esto se correlacionaria con la reduccion de las conexiones talamo-
corticales y del neocortex. El epitalamo, hipotalamo y subtalamo estan bien desarrollados
como en otros animales macrosmaticos.

Howe (1933), estudio el diencéfalo del armadillo de nueve bandas (Dasypus
novemcinta fexana). A grandes rasgos describe el cerebro como del tipo de los roedores.
El neopalio es escaso y poco desarrollado. Las porciones olfatorias basales del telencéfalo,
el bulbo olfatorio, el tubérculo olfatorio y el l6bulo piriforme estin bien organizadas.
Paralelamente al pequeno tamano de los ojos, los tractos Opticos y las conexiones
centrales estin muy reducidas. Por otra parte, el tamario del nervio trigémino podria ser
correlacionado con el alto desarrollo de la sensibilidad tactil, tanto en su nariz como en
la lengua, lo cual le permite al animal alimentarse de insectos y otros invertebrados
pequenos. Ademads, describe los tubérculos cuadrigéminos inferiores mucho mas
grandes que los superiores, y el cuerpo geniculado medial como una protuberancia
macroscopica sobre el tadlamo posterior, mientras que el cuerpo geniculado lateral no
puede ser observado de esta forma. Esto se lo atribuye a un mayor desarrollo del sistema
auditivo.

Ademas de los trabajos mencionados anteriormente sobre el armadillo de nueve
bandas, las estructuras anatémicas del cerebro de los edentados también han sido objeto
de varias publicaciones.

En 1943, Crosby y Woodburne analizaron el patrén nuclear de las porciones no
tectales del cerebro medio y del istmo. Estudios mas recientes describen otras porciones
del sistema nervioso de los armadillos. En 1970, Harting y Martin, estudiaron el patrén
de proyecciones neocorticales a la protuberancia y a la médula sobre cerebros de
armadillos (D. novemcinctus) sujetos a ablaciones neocorticales. Por otro lado, Royce y
col. (1975) estudio la arquitectura cortical del armadillo de nueve bandas (Dasypus
novemcinctus mexicanus). Way (1963), realizo un estudio comparativo del aparato
olfatorio de tres edentados (dos osos hormigueros 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 nucleo olfatorio anterior.
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Jakob (1913), en Argentina, menciono algunas caracteristicas de los armadillos y
en 1943, estudio el sistema nervioso del "pichiciego"” . Alli demostré que el rinencéfalo
representa mas de la mitad de su encéfalo entero (casi las dos terceras partes) y con
respecto al cerebro de este animal tan particular dice: "Afirmaremos que el encéfalo de
Clamydophorus truncatus es del fodo comparable al del hombre; no le falta
absolutamente nada, ni un nicleo, ni un nervio periférico, ni un sistema o ganglio
subcortical o central: tiene fodos los haces y centros inferiores y superiores y solo en

cuanto al tamario y cantidad de los elementos existen enormes diferencias’.

El epitalamo de los armadillos ha sido objeto de numerosos estudios, debido a la
peculiar caracteristica de carecer de una glindula pineal discreta. Estos trabajos
examinaron el epitidlamo embriones de armadillos de la especie D. novemcinctus),
neonatales y adultos para constatar la presencia de un tejido semejante al de la glandula
pineal. Los resultados hallados fueron que no existe un tejido similar a la glandula
pineal en el epitdlamo de los armadillos (Creutzfeldt, 1912; Oksche, 1965; Wurtman ef
al., 1968; Hofer ef al,, 1976; Phillips ef al., 1986; Benitez ef al,, 1994). Cabe aclarar que
el cerebro adulto de estos animales esta dominado por un dérgano subcomisural muy
desarrollado, el cual se halla enteramente rodeado por la comisura posterior (Phillips ef
al., 1986).

En 1994, Benitez ef al, realizaron una descripcion de las caracteristicas
principales del encéfalo de Chaefophractus villosus (peludo). En él se hallaron
caracteristicas sobresalientes como ser: gran desarrollo de los bulbos olfatorios y los
tubérculos olfatorios, elevada posicion de la fisura rinal sobre la cara lateral de los
hemisferios, ausencia de glandula pineal discreta, gran desarrollo del hipocampo y del
induseum griseum.

Se han realizado estudios sobre el sistema nervioso de otros edentados. Entre
ellos, Smith (1932) estudio el cuerpo estriado, la amigdala y la estria ferminalis de
Tamandua tetradactyla. Este trabajo presenta, ademas, una breve descripcion de la
anatomia macroscopica del cerebro de este animal. Kaelber (1966) analizo la
configuracion nuclear de Tamandua tetradactylay Myrmecophaga jubatay por ultimo,
Gerebtzoff y Goffat (1966) realizaron un estudio de la corteza del perezoso (Clolocpus

hoffmanni Peters).
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Hasta la fecha no se ha realizado un estudio neuroanatémico en la especie D.
hybridus. Debido a las caracteristicas de la especie, mencionadas anteriormente,
consideramos que una guia neuroanatomica seria necesaria para estudios
farmacéuticos, veterinarios y otras investigaciones del tipo biomédico, tales como

registros fisiologicos, intervenciones quirurgicas, estudios neurobiolégicos, etc.



MATERIALES Y METODOS

4.1- PUESTA A PUNTO DE LAS TECNICAS HISTOLOGICAS

Existen numerosas técnicas para la tincion del sistema nervioso. Dentro de las
clasicas figuran, para cortes de parafina, la técnica de Nissl y la de Kliiver-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 Kluver y Barrera (1953). Acerca de la técnica de Nissl (Luna, 1968;
Ramon and Cajal, 1972; Carson, 1980; Lowe and Cox, 1990) estas requieren o un largo
tiempo de accion 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 solucion de Nissl diferente de accidn rapida y de facil diferenciacion. Tanto
el Kliiver como el Nissl utilizan como colorante del soma neuronal diferentes
concentraciones de violeta de cresilo. Se ha utilizado la misma solucién de violeta de
cresilo para ambas técnicas.

Con respecto al procesamiento del sistema nervioso, sin considerar a la tincion, se
han encontrado una serie de dificultades:

1- Hallar una técnica de fijacion correcta para las tinciones.

2- Los libros de histotecnologia tratan en capitulos especificos, la deshidratacion y la
correcta impregnacion de diferentes tamanos de tejidos. Sin embargo, el sistema
nervioso no se ajusta a los tiempos requeridos para otros tejidos de similares tamanos.
Los problemas de una mala inclusion se expresan en secciones histoldgicas friadas o de
diferente grosor. El trabajo requiere un analisis seriado completo del cerebro. Poner a
punto el método de inclusién era fundamental para obtener buenos resultados.
Mediante diferente pruebas se ha puesto a punto dicho procesamineto no solo para el
analisis del cerebro requerido por nuestro trabajo, sino que también se ha ensayado en
el tejido nervioso de peces, anfibios, reptiles y mamiferos.

3- Los cortes debian adherirse firmemente al portaobjetos durante las diferentes etapas

de las tinciones. La adicion mediante la albumina de Mayer no era suficiente, algunos
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cortes se despegaban facilmente del portaobjetos en uno de los pasos de la tincion,
siendo imposible hacer un analisis exhaustivo de un seriado completo. Se realizarén
pruebas de ensayo y error de numerosos métodos aditivos. Uno de ellos resultd exitoso.
5- La tincidn se desvanecia con el tiempo. Tanto en investigacion como en instituciones
de ensenanza, es importante que la coloracion de los preparados dure muchos afos sin
desmerecimiento de la tincion. Las resinas naturales como el balsamo de Canada son
acidas y preservan mal los colorantes compuestos por anilinas basicas como el violeta de
cresilo (Lillie ef al, 1953). En nuestra experiencia, el uso de resinas sintéticas como el
DPX para secciones de un grosor mayor a los 15 mm produce con el tiempo retraccién
de la resina y entrada de aire entre el cubre y el portaobjetos. El medio de montaje Eukitt
presenta caracteristicas notables: es sumamente soluble en xilol, endurece rapidamente
(20 min)) sin la formacion de burbujas. Posee un buen indice de refraccion en estado
liquido de 1.510 (Sheehan y Hrapchak, 1980). El uso del mismo ha dado excelentes
resultados.

ETAPAS PREPARATORIAS:

FJJACION: Una dptima fijacion fue obtenida por perfusion intracardiaca de los animales
con la mezcla de Bouin o con una solucion de formol bufereado (ver apéndice). Se inicia
la perfusiéon con 50-100ml de solucidén salina lavadora cada 100 g de peso corporal
(solucion salina 0.9% NaCl para mamiferos, 0.65% NaCl para animales de sangre fria).
El momento en que un liquido transparente fluye por la auricula derecha es indicio que
se ha lavado la casi totalidad de la sangre y que puede continuarse la perfusion con el
liquido fijador. El fijador 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 tomar 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 solucion descalcificadora, lo que hace mas facil la diseccion del

craneo o los arcos dorsales de las vértebras.



IMPREGNACION Y SECCION DE LOS BLOQUES DE PARAFINA

De los numerosos métodos ensayados, el procedimiento de Ramén y Cajal y
Castro (1972) nos ha dado los mejores resultados.
1- Lavar las piezas en agua corriente toda la noche.
2- Deshidratar mediante la transferencia gradual de las piezas desde alcohol 70% hasta
alcohol absoluto (Tabla 1).
3- Las piezas 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 pipeta 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 dia ya que
ambas capas se mantienen separadas durante un corto periodo de tiempo. El volumen
necesario a preparar depende del tamano de la pieza y debe cubrir totalmente a la
misma. Al colocar la pieza en la mezcla ésta permanece en la capa alcohdlica superior.
Cuando la pieza se hunde en la capa cloroférmica 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 indice de
refraccion de los tejidos, lo que hace dificil determinar cuando el tejido esta
completamente aclarado. Sin embargo, esto es asegurado dejando las piezas en
cloroformo durante toda la noche.
4- Transferir el tejido a una solucién concentrada de parafina en cloroformo a 37°C (ver
tabla 1). Trasladar el tejido desde el agente aclarante al primer bano de parafina (56-
58°C) y luego al segundo batio de parafina (56-58°C) segun la Tabla 1.



Tabla 4.I: Tiempo (en horas) del procedimiento de inclusion.
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70% | 96% | 100% | 1100% | C-1002 | CP C-Pc | P14 | P2¢
I (|

Cerebro de| 0.5 {05 0.5 0.5 * 12 1 2 2
Pez
Cerebro de 7 5 4 4 * 12 3 12 4
rata
Cerebro de 14 9 8 8o * 12 7 | 12 |12
D.hybridus

s Mezcla Cloroformo-alcohol 100%.

b Cloroformo puro

¢ Cloroformo-paraffina

4 Primer baro de parafina

¢ Segundo bario 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). Nétece que las dos superficies del bloque AB y DC, son

paralelas y cuando se coloca el bloque en el micrétomo también deben ser paralelas

al filo de la cuchilla. El lado BC se tallara de tal forma que forme un angulo que por

ejemplo indique el lado posterior de la pieza ademas de indicar claramente la union

entre cada seccion individual de la tira de cortes. Siempre conviene dejar un margen

de parafina alrededor del especimen.
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Anterior Posterior

Cuchilla

FIGURA 4.1. Esquema adaptado de Mahoney (1966)

6- Adhesion de los cortes al portaobjetos. El siguiente método puede ser utilizado
tanto para adherir cortes seriados como individuales (Pappas, 1971). Un numero
suficiente de portaobjetos, tanto usados como nuevos, deben ser lavados toda la
noche en una solucién sulfocrémica, luego se lavan toda la noche en agua corriente
y se enjuagan en agua destilada antes de ser inmersos en la solucion de gelatina. Esta
solucion se prepara del siguiente modo: disolver completamente en 100 ml de agua
destilada caliente 1 g de Nutrient gelatin (Merck) o gelatina sin sabor (Sigma o
Merck); luego agregar 0,1g de alumbre de cromo (Sulfato cromo potasico.
CrK(SO4)z. 12H20). Se deja enfriar y se filtra. La solucidon puede ser almacenada
durante 48hs. a 5°C y luego debe ser descartada. Luego de sumergir los portaobjetos
en la solucidn de gelatina deben ser almacenados verticalmente en un lugar libre de
polvo. Es importante que los portaobjetos no se sequen entre el lavado y la inmersion
en la gelatina, debido a que la solucién de gelatina no se adhiere correctamente a los
portaobjetos secos.

Las secciones de parafina se estiran y se orientan haciéndolas flotar en un
bafio de agua destilada caliente (preferentemente termostiaticamente controlado),
que se mantiene a 10°C por abajo del punto de fusion de la parafina utilizada. Luego

se adhieren por tencidn superficial a los portas secos cubiertos con gelatina.
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7-TINCION

a) MODIFICACION DE LA TECNICA DE BURK (1969): Mediante el uso de esta

tincidn se observan los grumos de Nissl y las formas celulares.

1- Secciones de parafina de 15-20mm.

2- Desparafinar las secciones en xilol, hidratar con concentraciones decrecientes de
alcohol hasta agua destilada.

3- Tenir durante 3 a 5 minutos en la solucion de violeta de cresilo (ver apéndice).

4- Lavar en agua corriente o destilada 1min.

5- Diferenciar en alcohol 96° La diferenciacién debe ser chequeada bajo
microscopio, hasta obtener coloreados los grumos de Nissl y el nucléolo en violeta. Si
la diferenciacion es sumamente lenta agregar algunas gotas de acido acético al 1%
en el alcohol 96° para acelerar el proceso. Es importante asegurarse de que no
queden restos acidos pasando los portaobjetos por alcohol 96° sin acido antes de
deshidratar completamente.

6~ Alcohol 100% 1min., aclaracién en xilol y montaje en Eukitt. Si se quiere
diferenciar varios preparados antes del paso 6 puede detenerse la diferenciacion
colocando los portas en agua destilada, luego se los pasa rapidamente por alcohol

96° y se continua con el paso 6.

Resultados: grumos de Nissl, heterocromatina y nucléolo en violeta.

b) MODIFICACION DE LA TINCION DE KLUVER Y BARRERA (1953). Tincién de la

mielina con luxol fast blue y de las neuronas con el Nissl modificado.

1- Secciones en parafina de 15-20mm.

2- Desparafinar las secciones en xilol y llevarlas hasta alcohol 96°.
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3- Tenir en la solucién 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-6005, con una potencia maxima de 700W). Al usar
el microondas, se deben colocar solamente 5 portaobjetos colocados verticalmente
en recipientes para 20 portaobjetos con 150 ml de solucion. Los recipientes se
colocan en el centro de la bandeja, que debe contener un recipiente adicional con
agua. La temperatura de la soluciéon medida inmediatamente luego de la irradiacién
fue de 62-63° C.

4- Cuando la solucién se enfrie, lavar el exceso de luxol colocando los cortes en
alcohol 96°.

5- Lavar con agua destilada.

6- Comenzar la diferenciacion con una inmersion homogénea y rapida de los
portaobjetos en una solucion saturada de carbonato de litio. Si la diferenciacion es
muy rapida utilizar una solucién de carbonato de litio al 0.05%.

7- Sumergir en agua destilada hasta que la primera diferenciacién 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 solucion de carbonato de litio ya que esta sélo se utiliza para
una primera diferenciacién grosera, la diferenciacién delicada se realiza en alcohol
70%. Colocar los cortes en alcohol 70% y bajo microscopio detener la diferenciacion
en agua destilada cuando la sustancia gris pierde completamente el color.

10- Tenir con la coloracién de violeta de cresilo como en la técnica modificada de

Burk.

Resultado: mielina en azul, grumos de Nissl, heterocromatina y nucléolo en violeta.



APENDICE:

Solucion de Luxol Fast Blue:

Luxol Fast Blue (MBS) 1g.
96 % alcohol 100ml.
10 % 4cido acético 0.5ml.

Mezclar y filtrar antes de usar. Esta solucion es muy estable y puede utilizarse
alrededor de un ano (Ramon y Cajal y De Castro, 1972).

Solucién 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

solucién es muy estable puede usarse durante 5 meses dando excelentes resultados.

4.2- PREPARACION DE LOS CORTES HISTOLOGICOS.

Se utilizaron ejemplares machos y hembras de Dasypus hybridus (1.300 -
1.800 Kg.). Los animales se anestesiaron con Clorhidrato de Ketamina (40mg/kg)
por via intramuscular y Tiopental sédico (60mg/kg) por via intraperitoneal. Luego
de la apertura de la cavidad toraxica los animales fueron inyectados en forma
intacardiaca con 0.5ml de heparina y 0.5ml de nitropruasiato de sodio (2.4%). A
continuacién se los perfundid, por aorta, con solucion fisiologica (0.9%), seguido
por liquido de Bouin como fijador.

Luego de la perfusion se expone el cerebro y se lo deja "in situ" una semana

aproximadamente en formol. Al cabo de ese tiempo se extrae el cerebro y la médula.



214

Los cerebros fueron procesados de acuerdo a la descripcion detallada
anteriormente. Las secciones se tifieron alternativamente con cresyl violeta y con el
método de Kliiver-Barrera modifiacado. Las vainas de mielina se colorean de azul,
mientras que los cilindroejes permanecen sin colorear y las células nerviosas se

tinen de violeta.

4.3- FOTOGRAFIA DE LAS SECCIONES HISTOLOGICAS

Las fotografias fueron realizadas con un microscopio REICHERT POLIVAR 2.

4.4- NOMENCLATURA

La nomenclatura figura con los nombres tradicionales y entre parentesis
aparece su equivalencia segun la Terminologia Anatémica adoptada por el Comité

de Nomenclatura Anatémica Internacional (1966).
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4.1. PESO Y MEDIDAS DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
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4.1.1. En la siguiente tabla se exponen los pesos corporales y del Sistema Nervioso*.

Tabla 4.I: Caracteristicas morfométricas del SNC de Dasypus hybridus (en gs)

Machol | Macho 2 | Hembra 1 | Hembra 2 | Hembra 3 | Hembra4

Peso corporal 1800 1900 1600 1380 1210 1.390
Peso del SNC.| 9.393 10.104 9.857 10.320 -~ 7.88

Peso del 6.127 6.984 6.483 6.902 5.026 3.67

cerebro

Peso del 0.0034 | 0.0037 0.004 0.005 0.0041 0.0026
cerebro/ peso

corporal

!Los valores 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.
Hybridus.

Tabla 4.1I Caracteristicas morfométricas del encéfalo de Dasypus hybridus (en cm)

Macho 1 | Macho 2 | Hembra 1| Hembra 2 | Hembra 3 | Hembra 4
Largo total ! 25 25.5 21.9 229 -- 17
Largo del 3.76 4.12 4.10 3.97 3.15 3.1
encéfalo?
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
Largo de los 0.79 0.8 0.7 0.81 0.5 0.52
bulbos
olfatorios

1 El largo se midio desde el extremo rostral de los bulbos olfatorios hasta el fin del cono
medular
2 £l largo del encéfalo se midié 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 impresion 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 craneo directamente en frente de los ojos. Los huesos
occipital, interparietal, parietal y frontal deben ser retirados para lograr una buena
vision de la superficie dorsal del cerebro. Para la completa remociéon del mismo, sin

causar ningun tipo de laceracién se debe retirar los restos de hueso de los laterales.
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Debido a la profunda insercion de los bulbos olfatorios en las placas cribiformes del
etmoides, del parafldculo en la capsula predtica, y de la hipofisis 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 apice en direccidn rostral. La caracteristica mas sobresaliente del cerebro de D.
hybridus es el notable desarrollo de los bulbos olfatorios. Estos presentan una forma
triangular. Se relacionan ton el-resto del encéfalo a través de un corto pedinculo
olfatorio, que no aparece en vista dorsal, de esta manera el bulbo se pone en contacto
con el 16bulo frontal.

Los hemisferios cerebrales constituyen la mayor parte del encéfalo. La superficie
cerebral carece de circunvoluciones, a excepcion de las fisuras rinales anterior y
posterior. Aunque las fisuras rinales existen podemos concluir que presentan un
hemisferio del tipo lisencefilico. Los hemisferios cerebrales se presentan como
estructuras bilateralmente simétricas y se hallan separados por una cisura longitudinal,
la cisura interhemisférica. Los coliculos cuadrigéminos estan cubiertos por la extension
posterior de los hemisferios. En el extremo caudal, una profunda cisura 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, 4.7B).

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 tamarno y superficie muy irregular que protruye ventralmente. El lébulo piriforme
se extiende en direccion ventro-caudal y constituye una gran parte de la porcion ventral
del hemisferio. Dorsalmente se halla rodeado en toda su extension por la fisura rinal,
que lo separa del 16bulo no olfatorio o neocortex. En la linea media, se hallan las dos
ramas de los nervios dpticos, de tamano muy reducido debido probablemente al escaso
desarrollo de los ojos. El extremo posterior de estos nervios se une para formar el
quiasma optico, que luego se bifurca para formar el tracto dptico con direccion caudal y
dorsal. Inmediatamente detras del quiasma se halla la hipdfisis, que se halla unida a la
base del cerebro por el infundibulo. Como la hipdfisis fue removida para uha mejor
visualizacion de las estructuras, el infundibulo ha sido cortado y su cavidad se distingue
como una pequena hendidura que se abre dorsalmente al tercer ventriculo. Esta
hendidura esta rodeada por una pequena elevacion de sustancia gris, el tuber cinereum,
el cual se continua con el cuerpo mamilar, una masa poco conspicua que se proyecta
postero-ventralmente.

Los pedunculos cerebrales, que se observan como dos gruesas bandas
divergentes, rodean la superficie interna la fosa interpeduncular. El limite caudal de los
pedunculos esta representado por la protuberancia.

Ventralmente solo se observa las partes mas 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 continiian con los tractos olfatorios laterales y con los tubérculos
olfatorios. Lateralmente se observa, ademas, la enorme superficie ocupada por el l6bulo
piriforme y se lo puede comparar con la pequetia porcion de neocortex visible desde
esta vista. El limite superior de la corteza piriforme esta indicada en toda su extension

por la fisura rinal, que separa la superficie del neocortex del lébulo pinforme.
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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 forma entre los bulbos olfatorios
y el apice del palio y se dinge hacia atras horizontalmente. La fisura rinal posterior,
mucho mas 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

direccion dorsal hacia el polo caudal del cerebro.

4.3. CONSIDERACIONES MICROSCOPICAS

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. PARTE OLFATORIA PRIMARIA

D. hybridus presenta los centro olfatorios primarios masivamente desarrollados,
lo cual coincide con su clasificacion como animal macrosmatico (Grassé, 1955).

Los bulbos olfatorios (bulbus olfatorius) (Fig. 9) representan un alargamiento del
extremo rostral del telencéfalo. Esta constituido por siete capas, cuatro de las cuales
contiene células y las tres restantes estin formadas por fibras. Las capas, de afuera hacia
dentro, seguin la nomenclatura de Cajal (1902), son (Fig. 4.10B, 4.29):

a) capa fibrosa (Fig. 4.29A)

b) capa glomerular (Fig. 4.29B)

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. 4.29E, P
8) lamina medular (Fig, 4.29F)

Desde la cavidad nasal pasan a través de los orificios de la lamina cribiforme
delicados fasciculos de fibras amielinicas 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.

Asi, el bulbo recibe fibras aferentes provenientes de las células olfatorias que se
hallan en la mucosa nasal, que constituyen, como veremos mas adelante, parte del
sistema olfatorio periférico. Estas fibras forman la primera capa denominada limina
fibrosa. Penetrando en la superficie anterior y ventral del bulbo, estas fibras amielinicas
terminan en la segunda capa, la capa glomerular, donde participan en la formacion de
los glomérulos olfatorios. Estos son pequenos penachos de terminaciones nerviosas de
los axones olfatorios que se mezclan con neuntas 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 alli convergen para foramr la séptima capa, la lamina medular.

El bulbo olfatorio contiene una cavidad, el ventriculo olfatorio, que se comunica
a través del pedunculo olfatorio con la cavidad de los ventriculos laterales (Figs. 4.9,
4.10, 4.23). Un pedunculo olfatorio muy corto conecta los bulbos olfatorios a los
hemisferios (Fig. 4.22).

En la zona dorsomedial interna de los bulbos olfatorios existe una pequena
estructura de forma triangular, el bulbo olfatorio accesorio (Fig. 4.10A, 4.27C). Esta
estructura, descripta por Cajal en 1902, recibiria aferentes del nervio vomeronasal que
viene del organo vomeronasal, segun lo observado en rata y zarigiieya. Axones
amielinicos del nervio vomeronasal entrarian en el bulbo como un fasciculo y
terminarian 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 tincion alrededor del ntucleo, y por debajo la capa plexiforme
interna. En la base del bulbo olfatorio accesorio, se encuentra una poblacion de células

muy pequefias intensamente tefiidas que forma la capa glomerular (Fig. 4.27). A
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diferencia de lo observado en la rata y en Chaetophractus villosus (Takami y Graziadei,
1991; Benitez et al., 1994), en Dasypus hybridus no se observan paquetes de fibras
mielinicas entre la capa plexiforme interna y la capa granular que forma el tracto
olfatorio lateral (fractus olfatorius) (Fig. 4.12).

El ganglio del nervio terminal se ubica en posicion caudal y nedial a los bulbos
olfatorios y se lo observa como un conjunto de células tipicamente ganglionares (Fig.
4.27A, B).

Los bulbos olfatorios se continiian caudalmente con el tubérculo olfatorio y con la
corteza piriforme. Anteriormente al tubérculo olfatorio se diferencia un grupo de
neuronas, que forman en conjunto el nucleo olfatorio anterior (Fig. 4.10, 4.11).

El nucleo olfatorio anterior, se ubica entre el bulbo olfatorio y la regién septal
anterior. En su extremo caudal esta 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.

Los sistemas de fibras eferentes forman los tractos olfatorios. Estas fibras olfatorias
forman tres ramas: tracto olfatorio medial, intermedio y lateral. El mas largo y mas
conspicuo es el tracto olfatorio lateral, y se extiende en una posicion ventrolateral sobre
la mitad anterior del hemisferio cerebral (Fig. 4.12). Después de su emergencia del
bulbo olfatorio, aumenta su tamano a medida que avanza caudalmente, probablemente
debido al aporte constante de fibras que recibe de la lamina medular.

El tracto olfatorio medial estaria constituido por haces de fibras esparcidos a lo
largo de la superficie medial del bulbo y del pedunculo olfatorio. En ofras especies se
originaria, segun Young, en las células mitrales y se conecta con el hipocampo
precomisural, el nucleo medial septal y el tubérculo olfatorio. En contraposicion, Allison
(1953), encontré que la mayoria de las fibras se conectan con el nucleo olfatorio
anterior.

El tracto olfatorio intermedio estaria relacionado con la parte anterior de la
comisura anterior. Sus fibras corren paralelas y cercanas a la superfice del ventriculo
olfatorio, y converge caudalmente para formar un haz conspicuo que termina en el
centro del nucleo olfatorto anterior (Zeman e Innes, 1963).

El tubérculo olfatorio se presenta como una elevacidn redondeada sobre la

superficie ventral del encéfalo ubicado entre el bulbo olfatorio y el quiasma éptico (Fig.
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4.11,4.21, 4.22). La sustancia gris del tubérculo olfatorio tiene un arreglo similar a una
"corteza" (Fig. 4.27D). Esta corteza microscOpicamente presenta tres capas: el estrato
plexiforme externo, el estrato piramidal medio y el grueso estrato polimoérfico interno
(Fig. 4.27D). El estrato plexiforme externo presenta unas pocas células. El estrato
piramidal es una lamina muy festoneada de células piramidales de tamano de pequeno a
mediano. El estrato polimérfico presenta algunas células piramidales y células
granulares diseminadas. Las estructura mas caracteristicas del tubérculo olfatorio estin
representadas por numerosos islotes formados un agrupamiento de células,
denominados islotes de Calleja. Estos islotes, generalmente estan fqrmados por células
granulares (Fig. 4.11, 4.27). En zarigiieya se han descripto también islotes formados por
células piramidales de pequenas a medianas (Loo, 1931). Los islotes de Calleja, de
tamaro variable, se encuentran generalmente en el estrato plexiforme externo, aunqué
también se los pueden hallar en los estrato piramidales y polimérficos.

El nucleo accumbens constituye una gran masa rodeada por el tubérculo
olfatorio en su extension ventral y ventromedial, formando una masa continua
alrededor de la proyeccion ventral del ventriculo lateral (Fig. 4.11).

La corteza piriforme esta separada por del neocortex por la fisura rinal. Se ubica
en posicion 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 tamarno
mediano y rodeada por una banda densamente tenidas que forma parte de el tracto

olfatorio lateral.

4.3.1.2- REGION SEPTAL

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
nucleos septales (Figs. 4.12, 4.24, 4.25). Anteriormente, el area septal esta limitada por
el hipocampo precomisural. Posteriormente, esta limitada por la comisura fornical.
Lateralmente forma la pared medial del ventriculo lateral y dorsalmente se relaciona con

el cuerpo calloso.



4.3.1.3- SISTEMA LIMBICO

Incluiremos aqui las tres partes estructuralmente diferentes que forman el 16bulo
limbico: la corteza propiamente dicha, los nucleos subcorticales y los sistemas de fibras
que los conectan (Zeman e Innes, 1963).

La parte cortical del sistema limbico estd representada por el hipocampo
(hippocampus). la formacion del hipocampo esta dividida en dos partes: 1) el
hipocampo propiamente dicho y 2) la circunvolucion dentada (fascia dentada).

1) El hipocampo propiamente dicho, se encuentra plegado en la fisura hipocampal y
forma una saliencia en el ventriculo lateral. La superficie ventricular del hipocampo esta
cubierta por una capa de sustancia blanca, el alveus (alveus hippocampi) (Figs. 4.15,
4.16). El alveus se compone de proyecciones de fibras hipocampicas, las cuales se unen
y forman un manojo fr fibras en la parte interna de la formacion hipocampica que se
denomina fimbria. La fimbria constituye el comienzo del sistema del fornix (Fig. 4.15,
4.16). La corteza de la formacion del hipocampo consta solo de tres capas: la capa
molecular superficial (rica en fibras), la capa de células piramidales y la capa
polimorficas, con numerosas células pequenas.

2) La circunvolucién dentada, al igual que el hipocampo propiamente dicho, presenta
tres capas: la capa molecular superficial y la capa polimérfica profunda. El estrato medio
esta 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 circunvolucion supracallosa o induseum gris (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 formacion del induseum griseum,
hay dos cordones delgados de fibras mielinicas que se extienden en la superficie dorsal
del cuerpo calloso, por encima de la capa celular. Estos cordones osn conocidos como
estrias longitudinales internas y externas o estrias de Lancisi (Fig. 4.27F).

Dentro de los nucleos subcorticales el mas importante es el complejo nuclear
amigadalino (Figs. 4.14, 4.11, 4.16, 4.23). Se extiende entre la corteza piriforme (que
constituye su limite lateral) y el hipotalamo (que representa su extremo ventral anterior)
, mientras que su techo anterior esta representado por el complejo caudado-putamen y

parcialmente por el globo palido. El tracto dptico representa el limite medial posterior.
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Las fibras de conexion mas importantes estin representadas por la comisura
anterior (commuissura anterior), el formnix (fornix) y el cuerpo calloso (corpus
callosum).

La comisura anterior es un ftracto de fibras muy conspicuo que corre
honzontalmente en el plano frontal entre los nucleos septales y el area predptica,
inmediatamente por delante de las columnas anteriores del fornix (Figs. 4.12, 4.23,
4.24).

El fornix representa el sistema principal de fibras eferentes de la formacion del
hipocampo. Las fibras del alveus se retinen para formar la fimbria. Cuando la formacién
del hipocampo termina cerca del rodete del cuerpo calloso la fimbria se convierte en
haces separados llamados pilares posteriores del fornix. En esta region algunas fibras
pasan al otro lado formando la comisura del fornix o comisura hipocampica (Figs. 4.13,
4.14). Los pilares se unen en la linea media y forman el cuerpo del férnix que se dirige
hacia delante, hacia el borde anterior del talamo. Aqui las fibras nuevamente se dividen
para formar las columnas anteriores del fornix, que se dirigen en direccion ventro-
caudal. En este punto algunas fibras descienden caudalmente a la comisura anterior -
fornix postcomisural-, mientras que otras lo hacen rostralmente a la comisura anterior -
fornix precomisural-. En la zona medial de la superficie ventral de la comisura del
fornix se encuentra una masa bastante desarrollada de células pequenias con capilares

que forman el érgano subfornical (Figs. 4.14, 4.27E, G).

El cuerpo calloso - a pesar de no ser considerada una estructura limbica- es la
mayor de las comisuras interhemisféricas. Se ubica en una posicion medial a los
hemisferios conectandolos (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.

El borde anterior se curva abruptamente hacia abajo para formar la rodilla
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4.3.1.3- TELENCEFALO NO OLFATORIO

El telencéfalo, convencionalmente, se divide en los ganglios basales y el
neocortex.

Segun Ariéns-Kappers (1960), los ganglios basales comprenden los ntucleos
lenticulares (formados por el globo palido (globus pallidus) y el putamen (putamen)) y
el caudado (nucleus caudatus) y el complejo nuclear amigdalino. Los nucleos lenticular
y caudado, junto con la capsula interna que los separa constituye el cuerpo estriado. En
la figura 4.12, se observa el nucleo caudado como una masa gris relacionada,
lateralmente, en toda su extensién con el ventriculo lateral. Este nticleo presenta pocas
fibras mielinicas contrastando en este aspecto con el putamen. La porcién anterior del
caudado, se ensancha formando lo que se denomina cabeza del caudado. Esta se
encuentra delante del talamo y sobresale en la proyeccion frontal del ventriculo lateral.
Su porcion media o cuerpo del caudado se extiende a lo largo del borde dorsal del
talamo y finalmente, su extremo posterior o cola del caudado, se arquea ventralmente
para llegar al ntcleo amigdalino.

El nucleo lenticular, se halla intimamente adherido a la superficie externa de la
capsula interna, que lo separa del caudado y del talamo (Fig. 4.12). En la region basal
del encéfalo, la comisura anterior y la capsula externa separan al caudado y al putamen
del tubérculo olfatorio y de la corteza piriforme (Fig. 4.12). El putamen esta rodeado
lateralmente por la capsula externa en toda su extensién y medialmente se halla rodeado
por el caudado, la capsula interna y una parte del nucleo acccumbens, en su porcion
rostral (Figs. 4.11, 4.12, 4.13, 4.22). El globo palido aparece ventral a la porcion lateral
de la comisura anterior y medialmente esta rodeado por fibras que forman la capsula
interna (Figs. 4.12, 4.13). Caracteristicamente se encuentra atravesado por gran
cantidad de fibras mielinicas.

El complejo amigdalino aparece como una masa gris en la region de transicion

entre la corteza piriforme y la formacion del hipocampo (Figs. 4.13, 4.14, 4.15).



4.3.2- DIENCEFALO

El diencéfalo, que se forma alrededor del tercer ventriculo, ocupa una posiciéon
dorsoventral.

Tal como lo define Ariéns-Kappers et al. (1960), el diencéfalo esta delimitado
anteriormente por el quiasma Optico y caudalmente por el cuerpo mamilar y la
comisura posterior.

Anatdmicamente el diencéfalo consiste en cuatro zonas mas 0 menos delimitadas:
1) el epitalamo (epithalamus) que ocupa la region dorsomedial, 2) El hipotilamo
(hypothalamus) formando la region alrededor de la base del tercer ventriculo, 3) entre
estas dos zonas se encuentra el tadlamo (thalamus) y 4) el subtdlamo (subthalamus) que

se ubica ventralmente.

1) El_epitdlamo, incluye los ntcleos habenulares, la estria habenular y los tractos
habénulos-pedunculares. Ocupa la regién medial del diencéfalo (Figs. 4.16, 4.17, 4.25).

Los nucleos habenulares forman una saliencia fusiforme a lo largo de los
extremos dorsales de las paredes del tercer ventriculo (ventriculus ftertius). Las dos
habénulas se hallan conectadas por la comisura habenular. Dorsalmente los ntcleos
habenulares se hallan cubiertos por una capa de fibras mielinicas, que forman la estria
medular (Figs. 4.17, 4.24). Asi, estos nucleos reciben terminales de la estria medular
que es un manojo compuesto por fibras de los niicleos septales, del hipocampo y del
nucleo talamico anterior. Ademas, los nuicleos habenulares dan origen al fasciculo
habénulo-peduncular o fasciculo retroflejo de Meynert, el cual toma curso recto en
direccion ventrocaudal y termina en el nucleo interpeduncular (nucleus
interpeduncularis) (Figs. 4.18,4.19, 4.24, 4.28E).

La caracteristica mas sobresaliente esta dada por la ausencia de una glandula
pineal discreta presente en la mayoria de los vertebrados. El aspecto dorsocaudal de la
comisura habenular (commissura habenularum) es continuo con el plexo coroideo en la
porcion rostral de receso suprahabenular. La comisura habenular se continua dorsal y

posteriormente con la comisura posterior (Fig. 4.27E). El epitalamo esta dominado por el
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organo subcomisural, el cual rodea a la comisura posterior (comissura posterior),
formando una evaginacién continua con el tercer ventriculo.

El 6rgano subcomisural, muy conspicuo en esta especie, consiste en un
engrosamiento del epitelio ependimario del techo del tercer ventriculo ventral a la
comisura posterior en la transicion del tercer ventriculo al acueducto mesencefalico
(Figs. 4.18, 4.19, 4.27G, 4.27H). Esta formado por un epitelio alto, estratificado e
intensamente teriido que lo diferencia del epitelio ependimario (Figs.4.27H).

2) El hipotalamo comprende la pared ventral del tercer ventriculo, incluyendo el
quiasma Optico (chiasma opticum), tuber cinereum con el infundibulo (infundibulum
hypothalami) y los tubérculos mamilares (corpus mamullare) (Figs. 4.14, 4.15, 4.17,
4.23, 4.24, 4.25). La region inmediatamente por delante del quiasma, que se extiende
desde el éste hasta la comisura anterior, es conocida como el area predptica y, se la
incluye generalmente como estructuras hipotalamicas. El area predptica caudalmente se
continua con el hipotdlamo, rostralmente pasa debajo de comisura anterior (Fig. 4.12,
4.24).

La regién anterior situada por encima del quiasma Optico es la region
supradptica. Esta region contiene dos de lo nucleos hipotalamicos mejores definidos, el
nucleo paraventricular (nucleus paraventricularis) y el nucleo supradptico (nucleus
supraopticus) que aparece en el borde lateral del quiasma optico (Fig. 4.14). Ambos
estan compuestos de células grandes, con nucléolo bien conspicuo y sustancia de Nissl
distribuida periféricamente.

Dorsalmente el hipotalamo esta cubierto por el tadlamo y a los lados se continua
directamente la region subtalamica. La parte basal, esto es el piso del tercer ventriculo
entre el quiasma Optico y los tubérculos mamilares, esta formada por el fuber cinereum
(Fig. 4.13). En su centro hay un pequeno agujero que se abre en una extension en forma
de embudo -el infundibulum- que se extiende en direccion ventrocaudal.

Las columnas del férnix al pasar a los tubérculos mamilares, dividen
groseramente al hipotalamo en nucleos internos y externos. Dorsal a las columnas del
fornix se encuentran los fasciculos bien delimitados de fibras de los tractos

maminotalamicos. Las fibras de este tracto tendrian su origen en el tubérculo mamilar,
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cruzarian diagonalmente hacia arriba y adelante para terminar probablemente en el
nucleo anterior del talamo (Strong y Elwin, 1967).

3) El talamo representa la mayor parte del diencéfalo. Esta dividido por una lamina
vertical de fibras, la lamina medular interna, en una porcion 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 novemcincta. Es importante destacar que el cuerpo geniculado lateral esta
reducido en esta especie (Fig. 4.18).

4) El subtilamo, como conjunto, es relativamente grande en los armadillos (Papez,
1932). Esta limitado dorsalmente por el tilamo; ventral y externamente, por el pie
peduncular y la porcion adyacente de la capsula interna; por dentro y rostralmente por
el hipotilamo. Se continia caudalmente con el tegmento y la porcion basilar del
mesencéfalo y contiene, de hecho,as porciones rostrales del nucleo rojo (nucleus ruber)

y la sustancia negra (substancia njgra). (Figs. 4.18,4.19)

4.3.3- MESENCEFALO

El mesencéfalo consiste en tres regiones: una parte dorsal, la lamina
cuadrigémina o fectunr, una parte media -fegmenfum o calota- y una parte ventral mas
maciza que son los pedunculos cerebrales o crus cerebri. Su estrecho canal o cavidad
que se extiende entre el tercer y el cuarto ventriculo, es el acueducto de Silvio (Figs.
4.19, 4.20).

El acueducto de Silvio separa a la lamina cuadrigémina o fecfurn de la calota. Por
otro lado, dorsal a los pedunculos cerebrales se halla una masa nuclear -la sustancia
nigra- separando a los pediinculos cerebrales de la calota (Figs. 4.19, 4.20).

Sobre la cara dorsal, la lamina cuadrigémina exhibe, a ambos lados de un
marcado surco mediano, dos saliencias redondeadas llamados coliculos o tubérculos
cuadrigéminos. Los coliculos rostrales o anteriores (colliculus superior) son dos
eminencias aplanadas que forman la mitad rostral del mesencéfalo. Estos coliculos, no

presenta en el armadillo una estructura laminar, es decir formado por liminas
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superpuestas (a diferencia de lo observado en rata y conejo) (Zeman e Innes, 1963; Shek
et al., 1986) (Figs. 4.18, 4.19, 4.23, 4.24, 4.25). Los coliculos posteriores estin
compuestos por masa celular ovotde, el ntcleo del coliculo posterior y revestido por una
fina capa de sustancia blanca (Figs. 4.20, 4.21, 4.22). Es de destacar que los coliculos
anteriores presentan una conspicua reduccién en Dasypus hybridus, pero, por el
contrario, se observa un aumento en el tamano relativo de los coliculos posteriores.

El acueducto cerebral o de Silvio (agueductus cerebri) esta rodeado por la
sustancia gris periacueductal. Esta sustancia gris contiene varias masas celulares mas o
menos distinguibles. Entre ellos encontramos el nucleo del nervio oculomotor (nucler n.
oculomotorii), que se ubica ventralmente, y del nervio troclear, también con ubicacién
ventral que en su extremo caudal se continua con el nucleo coeruleus. El nucleo
mesencefalico del nervio trigémino (nuclei mesencephali n. trigemini), se presenta con
células unipolares muy conspicuas bordeando la sustancia gris periacueductal (Figs.
4.19,4.27F).

En la zona de unién del acueducto con el tercer ventriculo (area pretectal), el
techo contiene un fasciculo muy conspicuo de fibras entrecruzadas conocido como
comisura blanca posterior (commissura posterior), que marca los limites entre el
diencéfalo y el mesencéfalo.

Dorsal a la sustancia negra, en el fegmentum o calota, se encuentra la formacién
reticular mesencefélica (Fig. 4.20). En ella se encuentran englobados varios nucleos y
haces o tractos de fibras que forman parte de la calota mesencefilica. La sustancia gris
forma el nucleo rojo, el niicleo mesencefilico del nervio trigémino, los nucleos de los
nervios motores del 0jo, nucleos asociados con la comisura posterior, los nucleos
dorsales del rafe. El nucleo rojo (Figs. 4.18, 4.19, 4.28C) esta formado por células
poligonales grandes y medianas es predominantemente magnocelulares y se diferencia
de la formacion reticular que lo rodea por una capsula, que no esta tan definida como
en el humano (Strong y Elwin, 1967), lo cual hace que el nucleo se vea menos definido
en una corte . Ocupa la porciéon medial del tegmento mesencefalico.

La sustancia negra es una masa nuclear voluminosa, de forma fusiforme que se
extiende a lo largo de todo el mesencéfalo 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
esta compuesto por células irregulares (Fig. 4.28D).

Ventral a la sustancia nigra se encuentra un haz de fibras denominado
pedinculos 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 posicion medial en la superficie ventral del tegmento y dorsal a la fosa
interpeduncular se halla el nucleo interpeduncular (Fig.). El nucleo interpeduncular
esta formado por células de tamano pequeno a medianao e intensamente tenidas con la
coloracion de cresil violeta. Como ya se dijo anteriormente, este nucleo recibe fibras del
fasciculo retroflejo del nucleo habenular del diencéfalo (Zeman e Innes, 1963).

4.3.4- PROTUBERANCIA (pons)

Este segmento del tronco del encéfalo aparece ventralmente como una masa
convexa de fibras transversales y esta separado del cerebelo, en su parte posterior, por el
cuarto ventriculo.

En su cara ventral, la caracteristica llamativa de la protuberancia es una cinta
ancha de fibras predominantemente transversales. Lateralmente, estas fibras se relinen
en un manojo grueso, los pedunculos cerebelosos medios (pedunculus cerebellaris
medius). Este puente de fibras pasa hacia atras 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 porcion tegmental, representa la
prolongacion craneal de la formacion reticular del bulbo. Dentro de esta porcion se
encuentran los nucleos sensoriales y motores de los nervios craneales: nervio trigémino

(V), el nervio abducens (motor ocular externo) (V1), nervios facial (VII), vestibulococlear

(VIID.



230

Dentro de la porcion ventral o porcion basilar de la protuberancia, se encuentran
fibras y nucleos protuberanciales y fasciculos descendentes de las vias corticobulbares y
corticoespinales. Estos tltimos estan reunidos en un haz compacto a ambos lados de la
porcion inferior de la protuberancia y forman las piramides del bulbo (Truex y

Carpenter, 1967).



FIGURA 4.2. Vista dorsal del sistema nervioso central in situ de D. hybridus

FIGURA 4.3. Detalle del encéfalo in situ. Obsérvese
como las meninges cubren al SNC.



FIGURA 4.4.Vista dorsal del SNC.

FIGURA 4.5.Vista ventral del SNC.
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Abreviaturas
a alveus
ac comisura anterior
aco coliculo anterior
arr fisura rinal anterior
agn nucleo amigdalino
an nucleo accumbens
aob bulbo olfatorio accesorio
ca acueducto central
ch cerebelo
cc cuerpo calloso
cn nucleo caudado
cp pedunculo cerebral
dh hipocampo dorsal
ec capsula externa
cml lamina medular externa
epl capa plexiforme externa
f fornix
fc corteza frontal
1d fascia dentada
th fimbria hippocimpica
fl capa fibrosa
m fasciculo retroflexo
8/ capa glomerular
B4 globo palido
h hipotalamo
hc comisura habenular
hn nucleo habenular
hp hipofisis
hpc comisura hipocampica
ic capsula interna
ic islotes de Calleja
if infundibulo
ig induseum griseum
gl capa granular interna
lin Il nervio, nervio oculomotor
v tercer ventriculo
iml lamina medular interna
in nucleo interpeducular
ot tracto olfatorio intermedio
ipl capa plexiforma interna
ir receso intercomisural
11%4% IV ventriculo
Ig cuerpo geniculadolateral
Im lemnisco lateral
In nucleo lenticular
lot tracto olfatorio lateral
Iv ventriculo lateral
mb cuerpo mamilar
mlc capa de células mitrales

ml
mia
mo
mob
mt
mtr
na
nc
nll

om
on
opt
ot
ov

pa
pe

pee
pco

SCO

sto
smt
sn
srV
st
stn

fc
Tg
to
t
vh
Vn
Xxa

xp

lemnisco medial

capa medular

bulbo raquideo

bulbo olfatorio principal
tracto mamilotalamico

raiz mescencefalica del n. trigémino

nucleo amigdalino
neocortex

nervio optico

quiasma optico

mucosa olfatoria

nervio optico

tracto optico

tubérculo olfatorio
ventriculo olfatorio
protuberancia

area preodptica

corteza piriforme

comisura posterior
coliculo posterior

fisura rinal posterior

sust. gris periacueductal
capa piramidal del hipocampo
capa plexiforme externa
plexo coroideo

estrato polimoérfico
putamen

tubérculo cuadrigéminos
nucleo rojo

radio dptica

nucleos del rafe

area septal

6rgano subcomisural
decusacion supramamilar
organo subfornical

estria medullaris thalami
susbstantia nigra

raiz sensorial del n. trigémino
estria ferminalis

nucleos subtalamicos
talamo

tuber cinereum

ganglio del n. terminal
tracto optico

taenia fecta

hipocampo ventral

V nervio, nervio trigémino
comisura del coliculo anterior
comisura del coliculo posterior



FIGURA 4.7. Detalle de la vista dorsal (A),
ventral (B) y lateral (C) del encéfalo (2.5x).
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FIGURA 4.9. Corte transversal a nivel la region anterior de los bulbos
olfatorios principales (6x)
FIGURA 4.10. A. Corte transversal a nivel la region posteriorde los bulbos
olfatorios principales (6x)
B. Detalle de las capas que compoen el bulbo olfatorio principal
(400x).
FIGURA 4.11 Corte transversal a nivel del tubéculo olfatorio (6x).
FIGURA 4.12 Corte transversal a nivel de la comisura anterior (6x).
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FIGURA 4.13 Corte transversal a nivel del cuerpo estriado (6x).
FIGURA 4.14 Corte transversal a nivel del 6rgano subfornical (6x).
FIGURA 4.15 Corte transversal a nivel del hipocampo dorsal (6x).
FIGURA 4.16 Corte transversal a nivel de los nicleos habenulares (6x).



238 .

‘Oc’velegd el ap mmasw.—.w SB[ U2 ueIjsonui
as anb SI[BSIIASUBI] SILI00 SO[ Ip vanjje e[ Bajsonu anb &EOST%M Y VINOI

Og 61 812191 SIHACIZILE (0] 8 6
D AT Z
1T Y
Avl\ N N
~

//'\




FIGURA 4.17 Corte transversal a nivel del cuerpo mamilar (6x).
FIGURA 4.18 Corte transversal a nivel de los coliculos anteriores (6x).
FIGURA 4.19 Corte transversal a nivel del nucleo interpeduncular (6x).
FIGURA 4.20 Corte transversal a nivel de los coliculos posteriores (6x).
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4.22

FIGURA 4.21 Corte parasagital a nivel del hipocampo (4x).
FIGURA 4.22 Corte parasagital a nivel del cuerpo estriado (4x).




FIGURA 4.23 Corte parasagital a nivel del ventriculo olfatorio (4x).
FIGURA 4.24 Corte parasagital a nivel de la comisura anterior (4x).



FIGURA 4.25 Corte parasagital a nivel del nucleo habenular (4x).
FIGURA 4.26 Corte parasagital a nivel del coliculo anterior (4x).




FIGURA 27.A. Ganglio del nervio terminal (250x). B. Detalle de las neuronas del
ganglio del nervio terminal (1000x).

C. Corte sagital del bulbo olfatorio accesorio (100x).

D. Tubérculo olfatorio, Detalle de las capas de neuronas que lo forman e
1slotes de Calleja (1) capa polimorfica, (2) capa de células piramidales, (3) capa
plexiforme externa (250x)

E. Corte transversal a nivel de la comisura hipocampica. Ubicacion del
Induseum griseumy del érgano subfornical (40x)

F. Detalle del induseum griseum.(100x)

G. Detalle del 6rgano subfornical (100x).



FIGURA 28 A. Aspecto general de la region epitalamica, en la cual se observa la
extension del oérgano subcomisural (40x).
B. Detalle de un corte transversal del 6rgano subcomisural (100X)
C. Detalle del nucleo rojo (400x).
D. Detalle de la neuronas de la zona reticular de la sustancia negra (400x).
E. Detalle del nucleo interpeduncular (400x).
F. Detalle de las neuronas de la raiz mesencefalica del trigémino (400x).




FIGURA 29. Bulbo olfatorio principal

A. Aspecto general de la entrada de los filetes olfatorios al bulbo olfatorio
principal (40x).

B. Detalle de la capa glomerular (400x).

C. Detalle de la lamina plexiforme externa (400x).

D. Detalle de la capa de células mitrales y de la lamina plexiforme interna

(400x).

E. Detalle de la capa granular (400x).

F. Detalle de la capa granular y de la lamina medular (400x)



DISCUSION

A pesar de que la literatura concerniente a la organizacion neuroanatémica de
los mamiferos es bastante extensa, no existe atin registro de la neuroanatomia general de
este armadillo Sudamericano. Hasta donde se conoce este estudio representa la primera
aproximacion al estudio general de la anatomia del cerebro de este animal.

El cerebro del armadillo Dasypus hybridus presenta caracteristicas anatémicas
dignas de mencionarse.

La principal caracteristica esti representada por el gran desarrollo del
rinencéfalo que presenta enormes bulbos y tubérculos olfatorios. De aqui que este
animal represente un excelente modelo para una variedad de estudios que conciernen a
la electrofisiologia, neurobiologia y farmacologia. El gran tamano de las estructuras
olfatorias facilita todo tipo de procedimientos experimentales. El bulbo olfatorio de otro
armadillo (Chaetophractus villosus), que también presenta una gran tamaro relativo de
estas estructuras, se caracteriza por la presencia de un ritmo bioeléctrico conspicuo y
novedoso (Affanni, 1972; Garcia Samartino ef al, 1987). Adicionalmente, el bulbo
desaferentado muestra una actividad eléctrica diferente tanto durante el suefio
paraddjico como en ¢l sueno lento (Affanni, 1972).

El cerebro de Dasypus hybridus carece de glandula pineal distintiva. Cabe aclarar
que Smith (1898) y Shuddemagen (1907), reportaron la presencia de glandula pineal
en D. novemcinctus, pero esta situacion se revierte en estudios posteriores. Los animales
del género Dasypus (Oskche ef al., 1965; Phillips ef al,, 1986) comparten con otros
armadillos tal ausencia (Benitez ef al, 1994). No se observaron evidencias de tejido
similar al tejido pineal en el epitilamo de D. novemcinctus aun utilizando tinciones
especificas para tejido pineal (Phillips ef al, 1986). La falta de glandula pineal se
reportd también en el Myxine, en el caiman, en pangolines y en otros edentados, como
perezosos y otros armadillos (Creutzfeldt, 1912; Osksche, 1965; Wurtman ¢f al,, 1968,
Pevet, 1983; Phillips ef al,, 1986; Roth ef al,, 1995). Se podria pensar que la ausencia de
un 4rgano cuya presencia es constante en casi todos los vertebrados esconde un oscuro

significado biolégico que aun no ha sido resuelto.



Los coliculos anteriores presentan una reduccion conspicua en Dasypus
hybridus, por el contrario se observa un aumento en el tamarno relativo de los coliculos
posteriores y una reduccion del cuerpo geniculado lateral. Los tubérculos cuadrigéminos
anteriores reciben fibras del cuerpo geniculado lateral y de la retina. En cambio el
coliculo posterior presenta fibras eferentes que van al cuerpo geniculado medial y de alli
a la corteza auditiva, por lo tanto funcionaria a modo de relevo de la integracion de la
via auditiva (Papez, 1932). La reduccion del coliculo anterior estaria relacionado con el
escaso desarrollo de los 0jos, correlacionado con el gran desarrollo de la sensibilidad
tactil en su hocico largo y en su lengua (Howe, 1933). La misma caracteristica se
presenta en el oso hormiguero Tamandua fetradactyla, el cual también presenta ojos
pequerios y adquiere su presa principalmente por el sentido del olfato (Kaelber, 1966).
Ademas, el coliculo anterior de D. hybridus carece de laminacién. La laminacién de los
coliculos permite especificidad en la recepcion y proyeccion de los impulsos (Huber y
Crosby, 1943). Esta ausencia, también, se correlacionaria con el escaso desarrollo de la
via visual. Concomitantemente, los armadillos poseen una buena audicién y pabellones
auditivos bastantes desarrollados, por ello el coliculo posterior adquiere un tamarno
considerable respecto al coliculo anterior y el cuerpo geniculado medial aparece como
una protuberancia en el talamo posterior (Howe, 1933; Smith, 1898).

Otras caracteristicas neuroanatomicas interesantes son:

- Gran desarrollo del induseum griseum.

- Presencia de organos subfornical y subcomisural muy desarrollados.

- Elevada posicion de la fisura rinal sobre la cara lateral de los hemisferios, lo cual
permite la extension laterodorsal de la corteza piriforme.

- Comisura anterior de tamano bastante grande, acompanada por un gran desarrollo del
I6bulo piriforme.

- Los nervios y ntucleos trigéminos estan bien desarrollados, esto se podria relacionar
con el gran desarrollo de las sensibilidad tactil especialmente en la nariz y en la lengua
(Howe, 1933).

Las propiedades neuroanatomicas mencionadas anteriormente llevaron a muchos
autores a consideran que los armadillos representan el patrdn tipico de mamifero en su
forma mas simple, lo cual hace que su cerebro sea comparable -aunque en algunos

caracteres anatomicamente mas interesante- con el de rata, zanigueyas y algunos



insectivoros (Shuddemagen, 1907; Papez, 1932) que se utilizan en forma rutinaria en la
investigacion biomédica.

Por lo tanto, las caracteristicas neuroanatomicas unidas a las propiedades que
posee este armadillo en cuando a su modo particular de reproduccion, a su capacidad de
adquirir ciertas enfermedades que representan aun un peligro para la humanidad y
adaptacion al cautiverio hacen de este armadillo autéctono un modelo interesante para

una enorme cantidad de estudios bioldgicos.



CONCLUSIONES FINALES

1- Sobre el armadillo Dasypus hybridus

El armadillo Dasypus hybridus se ha adaptado a las condiciones del
cautiverio, razon por la cual podria -al igual que Chaefophractus villosus- utilizarse
como animal de laboratorio no tradicional. Esta nueva ventaja sumada a su modo
particular de reproduccidon haria de este animal el modelo ideal para dilucidar:

a) El aporte del acervo genético sobre las caracteristicas anatomo-
fisiologicas de un organismo.

b) El papel sobre dicho aporte genético de influencias ambientales,
como ser: alteracion del ritmo luz-oscuridad, temperatura, diversas clases de
estimulos sensoriales, etc.

¢) La influencia sobre el acervo genético de diferentes procedimientos
experimentales (administracion de drogas, toxicos, intervenciones quirurgicas,
ablaciones, etc).

2- Sobre el encéfalo de Dasypus hybridus

En esta Tesis se ha realizado la primera aproximacion al estudio general de la
anatomia del encéfalo del armadillo Dasypus hybridus, el cual presenta
caracteristicas anatomicas particulares. Mencionaremos solamente las mas
importantes. La primera se refiere al gran desarrollo del rinéncefalo, especialmente
bulbos y tubérculos olfatorios. El gran tamano de las estructuras olfatorias facilita
todo tipo de procedimientos experimentales. Otra caracteristica de fundamental
importancia es la carencia de una glandula pineal distintiva. También se distinguen
el gran desarrollo de los 6rganos subcomisural y subfornical. Las caracteristicas
neuroantémicas senaladas en la presente Tesis hacen que este animal represente un
excelente modelo para una variedad de estudios que conciernen a la
electrofisiologia, neurobiologia y farmacologia.

3- Sobre la cavidad nasal de los armadillos

La cavidad nasal de los armadillos Chaefophractus villosus y Dasypus
hybridus 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
Chaetophractus villosus y Dasypus hybridus representa el primer trabajo que
describe estas estructuras en Endentados, grupo que se encuentra entre los
mamiferos placentarios mas primitivos. Estos estudios podrian considerarse como el
punto de partida para el estudio de los numerosos aspectos -especialmente aquellos
referidos a regeneracidn, inervacion y fisiologia- que aun permanecen oscuros en
cuanto al sistema olfatorio.

El epitelio olfatorio presenta tres tipos celulares caracteristicos de este tejido:
células de sostén, neuronas olfatorias y células basales.

Las células de sostén presentan enormes de protrusiones apicales. Las
caracteristicas peculiares -estructurales e inmunohistoquimicas- de las células de
sostén en los armadillos podria colaborar con la dilucidacion del origen y funcién de
estas células dentro del epitelio. Por otro lado la existencia de células de sostén que
presentan signos de degeneracion celular, podrian estar indicando la posibilidad de
que exista algun tipo de recambio en estas células.

La estructura e histoquimica de las neuronas receptoras olfatorias de animales
evolutivamente distantes de la mayoria de los animales estudiados colaborarian en la
mejor comprension de los mecanismos olfatorios asi como también de los de
regeneracion neuronal.

Las células basales presentan inmunoreactividad positiva a anticuerpos que
indican fendmenos de proliferacion y crecimiento celular. Esta propiedad
colaboraria en dilucidar el papel de las células basales en la regeneracion del
epitelio.

Las glandulas de Bowman histéricamente han sido poco estudiadas en
comparacion con el epitelio olfatorio. Los resultados obtenidos en el presente trabajo
senalan por un lado, la existencia de diferentes productos de secrecidon, que
colaborarian en la formaciéon del mucus que cubre el epitelio. Estos productos de
secrecion se liberan en forma merocrina y aparentemente -en el armadillo
Chacetophractus villosus- en forma apocrina. El estudio de mecanismos escasamente
comprendidos -como lo son la secrecion apocrina y merocrina- en nuestro modelo
seria util para el estudio de sefiales que regulan y desencadenan estos mecanismos
secretorios. Por otro lado, se demuestra la similitud -histoquimica e
inmunohistoquimica-entre las células epiteliales y las células glandulares, lo cual
explicaria -en acuerdo con Taniguchi ef al, 1996a- la posible regeneracion del
epitelio a partir de las glandulas de Bowman.
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El hallazgo de células de Schwann particulares en la mucosa olfatoria y su
relacién -~del tipo embrionaria- con los axones olfatorios, podrian relacionarse con
una posible actividad regenerativa de los nervios olfatorios.

PREGUNTAS QUE AUN HOY CARECEN DE RESPUESTA CON RESPECTO AL SISTEMA
OLFATORIO

Existe mucha bibliografia referente a las caracteristicas estructurales,
bioquimicas, moleculares y fisioldgicas del sistema olfatorio. Pero, paraddjicamente,
permanecen aun muchas preguntas basicas sin contestar que nos permitan
comprender al sistema olfatorio. Trataremos de analizar algunas de las preguntas.

1- No se ha resuelto aun la identidad de las moléculas olfatorias receptoras.
Se han realizado muchos trabajos a nivel bioquimico y molecular, pero todavia no
hay una evidencia directa sobre estas moléculas.

2- Cual es la composicion y funcion de la capa de mucus que recubre el
epitelio olfatorio? Ultimamente se ha analizado la composicién compleja del mucus
y, ademas, se ha determinado que los componentes no estin homogéneamente
distribuidos. Se ha detectado la presencia de enzimas, gran variedad de sustancias e
incluso componentes del sistema inmune. Por lo tanto falta dilucidar cuales son
exactamente los componentes del mucus y en que grado estos componentes afectan
a las sustancias odoriferas.

3- Como codifica y envia el sistema olfatorio la informacion al cerebro de
manera que el mismo pueda interpretar la informacién y responder en
consecuencia?. Una de las posibles respuestas seria determinar si existen diferentes
subtipos de neuronas receptoras olfatorias. Existen datos estructurales e
inmunohistoquimicos que sugieren la posibilidad de la existencia de varios subtipos
de neuronas olfatorias, pero atin no se ha comprendido como y en qué grado estos
subtipos estan relacionados con la especificidad celular. Cabe preguntarse, ademas,
si esta especificidad esta relacionada con la respuesta celular a ciertas clases de
olores. Por otro lado, estos subtipos celulares jEstin basados en diferentes
combinaciones de moléculas receptoras o en diferentes senales 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 histoquimicos nos da una repuesta. Pequenas regiones dentro del
bulbo olfatorio estan relacionadas con diferentes olores. Sin embargo, se desconoce
la forma en que se analiza esta informacion a nivel cortical.
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4- ;Cudl es el rol exacto de las células de sostén?. ;Poseen funciones
exclusivamente de soporte o intervienen ademas en la regulacion y en la
composicion del mucus?. Se podria pensar que regulan el intercambio idnico dentro
del mucus o que colaborarian en mantener un pH adecuado para permitir la
correcta actividad enzimatica. Otra posible funcién de las células de sostén, seria la
de intervenir en la detoxificacion y remocion de ciertas moléculas olorosas y otros
componentes xenobioticos.

5- La regeneracion neuronal en el epitelio olfatorio ha sido estudiada por
numerosos autores. Sin embargo, queda sin resolver el hecho de que la poblacién
neuronal permanece constante y que como consecuencia, las células receptoras
deberian estar muriéndose periddicamente. Por lo tanto, ;Cémo se controla la tasa
de muerte celular en las neuronas olfatorias? Las neuronas olfatorias podrian 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 mitosts, esto podria conducir a la busqueda de
células con propiedades similares dentro del cerebro. De hallar estos tipos celulares,
[ Cuales son los estimulos necesarios par que ello ocurra?.

6- Los nervios olfatorios presentan caracteristicas 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 proteinas inhibitorias del crecimiento axonal provenientes de
la mielina del sistema nervioso central. ;Cual es el rol de las células de Schawnn tan
particulares que rodean a los nervios olfatorios? jCuales son sus propiedades? ;Qué
similitudes y que diferencias presentan con los oligodendrocitos del sistema nervioso
central?. ;Cual seria la funcion de las células de sostén en cuanto a su ubicacion
rodeando a las neuronas olfatorias?

7- La particular inervacion 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 relacion entre los elementos trigeminales y las neuronas olfatorias de manera
tal de alterar las repuestas fisioldgicas?. Los péptidos del sistema trigeminal modulan
de alguna manera la actividad olfatoria?.

Por otro lado, el nervio terminal sigue siendo atn hoy un nervio enigmatico y su
presencia en la cavidad nasal lleva a pensar si este nervio tendra alguna funcion
olfatoria o no.
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De lo expuesto anteriormente se desprende que atin quedan varias piezas por
descifrar que nos ayudarian a entender como funciona el complejo rompecabezas
del sistema olfatorio.

Los resultados obtenidos en esta Tesis podrian colaborar con la mejor
comprension de algunos de los interrogantes planteados anteriormente.

La gran cantidad de mucosa olfatoria que presenta la cavidad nasal de estos
animales facilitaria los estudios quimicos ~para analizar la composicién del mucus-
y bioquimicos -especialmente para identificar receptores-, en los cuales es critica la
masa minima de tejido necesaria para lleva a cabo estos experimentos.

El enorme desarrollo del rinencéfalo colaboraria en una mejor comprension
en la codificacion y envio de la informacion olfatoria al SNC. Esta caracteristica se
complementa con una gran resistencia a intervenciones quirurgicas -especialmente
Chaetophractus villosus- 1o cual facilita la implantacion de electrodos para estudios
electrofisioldgicos.

La presencia de células de sostén con caracteristicas estructurales que
difieren de las halladas en otros mamiferos, otorgaria datos que ayuden a dilucidar
el papel de estas células en el mecanismo olfatorio.

La bulbectomia y la axotomia de los nervios olfatorios -operaciones ya
realizadas en nuestro Instituto- podrian ayudar a comprender los mecanismos de
regeneracion neuronal y de crecimiento axonal dentro del SNC.

La presencia de los nervios trigéminos y terminal muy desarrollados y
accesibles facilitarian los estudios de inervacion de la mucosa olfatoria y la posible
influencia de esta inervacion sobre la respuesta fisioldgica de las neuronas
receptoras olfatorias. Se requerirdn nuevos experimentos para tratar de aclarar: 1-
la variedad de neurotransmisores y neuromoduladores, 2- determinar, sobre las
bases de caracteristicas estructurales, los origenes de fibras extrinsecas para poder
especificar las estructuras blanco, 3- definir patrones espaciales de células que
reciben multiples inervaciones de nervios extrinsecos con diferentes
neurotransmisores.

Los armadillos -a pesar de pertenecer al grupo Eutheria- son considerados
como unos de los miembros mas primitivos y, ademas, un grupo hermano de todos
los demas 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
anatomicos y fisiologicos mas favorables para diferentes tipos de investigaciones.
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