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2. FIIES_Y OBJETIVOS DEL_TRAEAJO

Han pasado mds de 50 afios desde que se rscono-
cié 1la utilidad de 18 luz transmitida como medio para una
evaluzcién cuantitative de la imegen microscdépica. Median
te acoplemiento adecuado de un fotometro, un microscopio
jvuhiérdenéddr es posible cuantificér y prooésaf datos a
partir de 1a imagen visualmente observable de un determi-
nado campo microscépico,

‘ La automatizacién en la adquisicidn e interpre-
tacidn de los datos en microscopfa ha sido tema de inves-
tigacidén biomddica durante las dos dltimas decadas., En la
aotualidad es posible sabordar el estudio morfo-estructu-
ral del aistema nerviogo central, g itraves de miltiples
perspectivas de la tecnologfa microscdpica éptica y elec-
trénica. Muchas de las modernas tdcnicas de tr2nsmisién
y de barrido, enalisis planimdtricos de imagenes histoquf
micas, condiguen que la integridad del material bioldégico
sea conservada para realizar estudios morfoldgicos; otras
musstran casracter{sticas celulares especificas que pueden
ser debidamente cuantificadas.

Mediante un fotomicroscopio de rastreo automati
zado se obtienen datos de imagenes dpticas que pueden di-
gitalizarse sobre une base alternative, extincién o de
transmitancia de la fuente de 1uz;1ncidente sobre dreas
discretas preestableoidas, todas ellas determinadas res-
pectoa ejes o planos de referencia. El avance de la compu
tarizacién ha hecho-viable el procesamiento de los datos

digitalizados de 1a imagen. Los beneficlos que presta:
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este equipo instrumental han sido puestos en evidencia
por numerosos autores (Mendelsohn, ‘68; Prewitt, ‘78; Bahr,
*79; Piller, "79).

En el presente trabajo sebhm realizado un estudio
8obre el nﬁcleo supradptico en diferentes periodos evolu-~
" tivos de 1a rats blanca 8 traves de imagenes de cortes
para una microscopfa dSptice convencional, completada con
citofotometrfa automdtica de rastreo y combinada con un
procesamiento por computador. En el analisia reslizado se
ha puesto enfasis en aquellos aspectos menos es%uﬂiadoe
hasta shora principalmente en:‘ ,

a) La representacién tridimensional del N.so. para ree
construir su verdadera morfologfe y poderlo-proyeo&
ter desde diferentes perspectivas, haciéndose as{
mds evidentes las traansformaciones que se producen
durante el desarrollo embriolégico y post-natals

b) Un estudio citofotométrico de las neuronas integran
tes del N.so. de tal modo que pueden ser automati-
camente definidos distintos tipos nucleares, as{
como los 1{mites de agrupacién celular en varios

. niveles de la serie anteroposterior de ocortes.
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3. INTRCDUCCICN



Tunercsos son los estudios referidos a 1a to
noic;?fs dlencafdlica. Entre ellos caben destscar los -
realisdcs sorre vertebrados en general y esgeciclmen-
te en guelonios (Eergquist y Kallen,'54), anfibios - -
(¥irgsoury,*2C,%30), pollo (Kuhlenbéck,®36), rata b1ag
ca {Krsig,*32; Stroer,'56; Coggeshall,'64; Hyrpa,'69),
hamster (Keiser,'72), conejo (Ros&,"42) y hombre (Gil-
bert,*35 y Dekeban,'54). , ]

' His (1893,1904) vidé que en el diencéfalo po-
dfa todavia hecerse una distincién, como en el tubo me
dular, entre la placa alar y la basal propugnando que
el hipoidlamo deriva de esta ¥ltima, mientras el resto
del diencéfalo lo hace de 12 placa alar; entre ambas -
placas se interpone el correspondiente "surco de His",

Herrik ('10), basandose en 14 presencia de -
tres surcos en la pared neuroepitelial del tercer ven-
triculo de embriones de anfibios (surcos dorsal, medial
¥y ventral), subdividié al diencéfzlo en cuatrc zonas -
horizontales (epitdlamo, tdlamo dorsal, subtdlamo e hi
potdlemo). Se aceptd ampliezente este esquema ya que -
resulta aplicable al desarrollo del diencéfalo de prac
ticemente todos los vertebrados, incluyendo al hombre
(Gilvert,*35; Cooper, 50; Kuhlenbeck,'54; Xahle, 56; -
Coggeshall, 64} Christ;‘Ggf; Todo el diencéfalo se con
sidera derivacién alar. Z1 surco de His ya no existe -
por delante del mesencéfalo. En los veriebrados inferip
res, estos surcos estdn bastante pronuncisdos (Christ,

*69) siendo en mamiferos menos evidentes aunque si re-




conocibles durante los primeros estadios de su desarro

llo.
Dzs®ndose en la citoarquitectura del adulto

¥y en sus consxiones, Hauta y Haymaker ‘69, han subdi-
vidido al nipotalamo en tres zonas parasagitales: lats
ral, interoedias y periventricular. La zona lateral com
prende de delante a atras : area predptica lateral, N.
supradptico, &rea hipotaldmica lateral, &rea hipotaldmj
ca posterior y ndcleo tubero-mamilar. La zcna intermedia
los nidcleos: predptico medial, hipotaldmico anterior,
paraventriculaer, ventromedlal, dorsomedial, tubersl y
mamilar externo. la zona mediml conste de varios nicleos
que bordean al tercer ventriculo: supraquigssmdtico, ar-
ciforme, periventrivuler, premamiler y mamilar medial.
El nidcleo surradptico fue reconocido por vez
primera por Lenhossek quien lo designé con este nombre,
aunque posteriormente harecibido tambien los nombres de
" N. tengentialis (Cajal, Gurdjimn y Rioch), y de ganglio
éptico basal (Malone, Winkler y Potter). Este nhcleo,
neurosecretor magnocelular, tiene un desarrollo filoge-
nético muy posterior en el tiempo j mha comple jo respeg
to 81 de otras agrupaciones neurogsecretoras del hipotd
7 lamo. En peces teledsteos solamente existe un "nuecleo
predptico magnocelular®", En reptiles es donde aparece
una agrupacidn neurosecretoras que gse proyectan lateral
mente por encima de la cintilla 4ptica, inmediatamente
despues del quiasma., En aves y mamiferos alcanza pleno
desarrollo constitﬁyendo el ndcleo .supradptico que se
encuentra en la base de las porciones quiasmdtica e in



fundibuler del hipotdlamo y estd constituido por dos
acimulos neuronales: el principal, que descansa sobre
el quiasma dptico y el origen de la cintilla Spiica |
(supradptico anterior); y el otro componente (supradp-
tico posterior 4 tuberal) que se desarrolla hacia la -
parte lateral del tuber cinerum, en situacién dorso-cau
dal al resto de l1la cintilla 4ptica. |

En la rata, lag primeras neuronas del N. su-

predptico se manifiestan entre los dias 12 y 16 de la

gestacidn (Iff4, *72; Altman y Bayer, ‘78); de aqui en -
adelante estas newronas no 2010 ven inormentado su nid-
mero sinoc que en sus rasgos morfolégicos mientras emi-~

gren hasta alcanzar su situacidn topogrdfica definitiva.
La primera evidencia de su Bgrupacidén, cercana y latersl

a las fibras de la cintilla dptica, ocurre en el dia
16 de la gestaoidn, adquiriendo su posicidn definitiva
. en el dia 17. A partir de este morento existe un aumen-
to celular hasta el final del periodo fetal. A estas ce
lulas se las considera como neuronas de formacidén tem—
prana,

El lugar de origen del K. supredptico estd en
el neurocepitelio del tercer ventriculo en el limite en-
tre los 16bulos subtaldmico e hipotaldmico, es decir,
derivadd del surco ventral de Herrick. Son a8l prieipio
eélulas fusiformes cuya migracién va desde la zons ma-
triz en 18 pared del tercer ventriculo, hasta su empla-
zamiento definitivo, junto a la cintilla éptica. Este
proceso de desplazemiento se completa en 2-3 dias y .
coincide con la llegada maxiva de las fibras de la ecin
tilla éptica que se proyectan hacia el tdlamo dorsel.
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Por su gran densidad celmlar y volumen, el N.
supradotico destaca sobre todas les unidades o masas de
sustancia gris hipotaldmica, resultando en generel mejor
individvalizado que los demas nidcleos hipotaldmios, ge
neralmente formados por neuronas pegquefias y a8sociadas
en 2grupaciones no bien definidss (Ranson y C}arck,'sg).
El N, supradptico (NSO), ademas de esté:,ﬁpﬁéf#muido por
neuronag de gran tamafio (pericafion dquiﬁ'de'diametro
en la rata), agrupa estas dltimes de forms muy compacta,
resultando inconfundible su conjunto (Eranke, °52; Carra-
to, ‘52; Eichner, ‘$8; Muhlen, ‘66). La magnitud del grupo
neuronal, 8si como el nimero y tamaiio de las neuronas y
la cantidad de material de secrecidn, varian con cada
especie anipal.

De ente micleo se originan gran parte dellas £
bras del haz hipotdlamo-hipofisario, que discurren por
1a pared del infund{bulo para transportar la se crecién
hacia el 1dbulo neursl.

Varios investigadores del sistema neurohipofi-
sario propusieron que el RSO sintetizaba principalmente
vasopresina (Olivecrona, ‘57 Lederis, 613 Weylsokol y
Valtin, ‘67). Estudios recientes con nuevas técnicas, su
gleren que medimnte células egpecializedas se agregs
igualmente oxitocina, vasopresina y neurofisinas (Swzab
et al., ‘753). .

Desde el punto de vista ontogénico, seha estu
diado el diencéfalo en su conjuntd ( Gurdajian, ‘27;
Gilbert, ‘35; Cogeshall, "64; ete.), pero no se han pormg
" porizado los detalles evolutivos de los diferentes nid-
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cleos. En 1la asctualilad no hay un estudio profundo que
aborde con precisién y objetividad todas las caracte-
risticzs (forme,temafio, posicién, volumen, etc.) que
definen 2 un ndcleo a lo largo de su desarrollo., Cons-~
cientes de la falta de informacidn en este campo y dado
- el interes que pueden ofrecer los cambioa paraleloe
‘qus tienen lugar durante el desarrollo cerebral, hemos
abordado el problema en este aspecto concreto sobre el
NSO ‘de larata blanca. —

_ Grande ka sido el proceso en cuanto a 1a util;
zacién de tdcenicas citoquimicas amplicadas al estudio de
la gdnesis de los nicleos diencefdlicos, pero no exiaten
trabajos que traten de introducir métodos de cuantifica
cién celular basados en medioiones de absorvancia fotd-
nica, fluorescencia o refraccién dentro de la microsco-
rla éptica, Ampliando esta metodologfa moderna al uso
de ordenadores electrdnicos, se consigue el automatismo
de todo el proceso junto con la eleiminacién de los
errores subjetivos del individuo que investiga las ima-
genes en los preparadds, Estos mdtcdos ofrecen las si-
‘guientes ventajas: : ‘

18) Kayor resoluecidn, fiabilidad, reproductibilidad
'y objetividad de los resultados.

28) Error minimo en la valoracién de caracteres compu
tarizables (p.ej.: computacién de la extincién nu
clear, descripciones de formas, medidas de tamafios
nucleares y nucleolares, etc.).

39) Registro y evaluacién de importantes caracteristi
cas que pueden ser pasadas por alto mediante los




1C
zétedos convencion2les de citologfa e histologfa.

42) Obtencidn de valores estadfsticos fiables en el
estudio de la cuentificacién de poblaciones celu
lares.

58) Eajor espeétro de obgervacidn, rapideziy segurided
en la obtencién de los resultados.

" En 1la actualidad, los microscopios Spticos de
ragtreo, cumplen los requigsitos de sensibilidad, reso-
lucién, estabilidad y precisidn pars exapinar el materl-
al bioldgico elezido y hacer las medidas fotométricas
dentro de un amplio rango de aumentos en 1a imagen y de
longitudes de onda del espectro visible y cuasi wvisible
(ultravioleta e infrarrojo cercanc).

Para cumplir nuestros objetivos, hemos estable
cido previamente criterios bdsicos de planteamiento tée-
nico siguientes:

12) Preparar un materiasl debidamente estandarizado.

29) Mantener el analisis de imagenes dentro deun progra
ma objetivo respecto a caracteres citologicos dis-
oriminatorios.

32) Analizar fotométricamente, por rastreo secuencial
en dreas discretas, campos microscédplcos, convir-
tidndose la informacién dptica en datos rumdricos
por un gquipo combinado: eitofotdmetro Zelss, orde
nador Digital PDP-12. '

42) Realizar programas para traasformar la informsacidn
numérica en mapas, histogramas, y demas resultedos

numéricos rapidamente asimilables y significatives,
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4, MATERIAL Y I TODOS

Para la realizacidn_de este trabvajo se han em-
plendo como progenitores ratas albinas Wistar® de 9 me-
ses y 200 gramos de peso medio, mantenidas a una tempe-
ratora zmbiente de 20'90; alimentadas a base de pienso
compuesto Fanlzb y agua.

Para la obtencién de hembras predadas se colo-
caron en jaulas apropiadas al atardecer, 5 hembras en
fase de estro ¥ tres machos, A la mafiana siguiente se
realizé el frotis vaginal a las hembras psra comprobar
el cruce.por la presencia de espermatozoides. Se ha segui
do la técnica de Allen y Doisy:

19) Con un asa de platino, esterilizada al fuego, ¥
con una gota de agua, se tomaron las muestras por
medio de un raspasdo en la pared vagingl.

22) Se extendid laftoma sobre un porta 1impio,” £13jdndo-
la a 1a 1llama.

3?) Se tifiéd con colorante de Giemsa durante 15 minutos,

42) Se escurrid con sgua y se dejo secar para, finalmente
mirar al microscopio.

Allen y Doisy (1923) diferenciaron tres fases en
el eiclo estral de la rata: .

18) DIESTRO o de reposo. Pfdcticamente la totdlidad de
les célules son leucocitos con algunas cdlulas epi-
telimles. Es la més larga, durando &lgo mas de dos
diss, aunoue varia de unas ratas a etras.

22) PROESTRO. Dominan las cdlulas epiteliales o nuclea-
das junto con algunos leucocitos. Dura unas 12 horas.

38) ESTRO o de activided, Es la fome de celo. Aparecen
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casl exclusivamente células cornificadas o querati
nizades. Son e¢dlulas sin nicleo y sin estructura
interna y de mayor tamafio. Dura unas 12 horas.
Posteriormente se ha distinguido cuatro esta-
diog con una subdivisidn del cuarto; a la vez se tiene
en cuenta el aspecto externo del érganc femenino en ca-
da fase. 7 ’

12) DIESTRO, Presenta una mucosa yaginal brillante.
En el frotis existen leucocitos y células epitelia
les. Dura 57 horas,

28) PROESTRO, La mucosa vaginal estd ligeramente seca
¥ los labios secos e hinchados. Aparecen solamente
célulag epitelizrles y dura 12 horas.

38) ESTRO. Ia mucosa vaginal continua seca y sin brillo.

Los labios también sigien hinchados, En el frotis
persisten las células nucleadas y ap8recen algunas
queratinizadas. Dura 12 horas. i
48) METAESTRO. Dura 21 hores y estd subdividido en dos:
a) PRECOZ. E1 animal se encuentra ya fuera de celo.
Existe gran sbundanciz de edlulas cornificedas,
Dura 15 horas.
b) TARDIO. La mucosa vaginal estd ligeramente hime
da y los labios hinchados, Aparecen células que
ratinizadas y algunos leucocitos. Dura 6 horas.
La totalidad del oiclo dura de 4 & 5 dias. El
dia en que aparecen espermatozoides en el frotis vaginal
(Cogeshall,'64; Ifft, “72; McAllister, °77) se considera
como el primer dia de gestacién de la rata.

Las rates preiiadas fueron distribuides en cua-
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tro lotes rarzs obtener los cerebros de emvriones de 20,
22 y 23 dias y nacidos de 15 dias. En cada fechqée las
indicades se procedid a la obteneidn del material median
telr porotomia bajo enestesia etérea de las madres, en
el caso de los ejemplares intramterinos; directamente en
los de 15 dias post-partum. E1 cerebro se 8isld cuidado-
samente mediante direccidn craneana, selecciondndose 5
cerebros de cada edad, con especial cuidado-de que 1la ba
se diencefdlica estuviera intacta y completa con su sime
tria bilateral perfectamente conservada. Easte detalle es
slempre deseable pero especisalmente importante en las in
vestigaciones estereoldgicas como la: presente

4.1. TECFICA HISTOLOGICA - ~~rv<-+

Los cerebros fueron fijados en lfquido de Bouin
primero por goteo, desde el mismo instante en que fueron
extirpadas las bdvedas craneanas. Luego de extraidcs, per-
. manecieron de 3 a 5 horas en el fijador para pesar & una
posterior deshidrtadidén e inclusién en celoidina-parafima,
Los tiempos de deshidratacidn han sido los si-

guientes: alcohol de 802, 8-12 horas segiin tamafo; alco-
hol de 962, 10 o mds horas; alcohol absoluto, 3 horas en
~ cada uno de 3 camblos sucesivos. Posteriormente se han
"1levado las plezas a una solucién al 2% de celoidina en
benzoato de metilo, durante 8-12 horss. De aquf pzsan al
toluol, rencvado 3 veces & intervalos de 1 hora; final-
mente a parafina de punto de fusién de 55'96, con 3 cam~-
bios de 3 horass ocada uno, en estufa a 60 9C. La confec-
cién del bloque se ha efectuado con la técnica habitual,

teniendo buen cuidado en orientar los cerebroa de t2l mo
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do que los cortes en serie pueden obtenerse exactamente
enAplanos frontales con simetrfa bilateral.

Los cortes se han hxho ininterrumpidamente &

16 p de grosbr, montdndolos sobre portaobjetos numerados
¥ tinéndolos con hematoxilina (segun Carazzl)-ecsina, la
Hgmatoxilina de Carazzi se compone de: Agua destilada,
4C0 ml; glicerina, 100 ml; alumbre potdsico (polvo), 25
gra; Iodato potdsieo, 0,10 grs; hematoxilina 0,5 grs.

La adecunoién de esta técnica al rendimiento de
las mediclones del fotdmetiro, contraste y absorbancia, ha
resultado superior a otras téonicas muy frecuentes en neu
rohistolog{a, derivadas del método de Nissl (tionina, azul
de toluidina, y violeta de cresilo), todas ellas utiliza-
das en ensayos previos. )

Cada colorante posee un mdximo de extimeidn 1u-
minica. Las longitudes de onda para los colorantes utili-
Zados son: tionina=592 nm, violeta de oresilo= 548 nm,
szul de toluidina= 620 nm, eogina= 518 nm, hematoxilinea
de Carazzi= 572 nm. Une vez efectuadas las mediciones ci-
tofotométricas, se pudo comprobar que la méxima resolucidn
se obtenfa el teflir las neuronas hipotaldmiocas de los ejem
plares intfauterinoa y postnatales_ con hematoxilina-eosi-—
' ne, parallo Eﬁal es preciso utilizar una 16ngitud de onda
de 540 nm. v
4.2, RECONSTRUCCION DEL NUCLEO SUPRAOFTICO
4.2.1., Técnica directa

Una vez procesados los cortes seriados de los

cerebros correspondientes se fotografiafon en un microsco

pio Leitz, objetivo 10x, ampliando la imagen hasta 100 au .
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nentos para poder hacer una reconstruccidn tridirensio-
nal del N.so. Sobre la microfotografia, se dibujaron los
contornos de este grupo neuronal dentro de un sistema de
~ coordenandas en el que siempre que-daron referidas las
distancias al plano sagital (linea media vertical en el
tercer ventriculo) como eje X; las distancias al tercer
veniriculo como éje Y; y las distancias al plano frontal
de la comisura snterior (ndmero de cortes a 10‘p), como
ejs 2, Se recortaron los contornos del N.so. en cada mi-
erofotografia y se superpusiercn vrestando una atencidn
especial & mantener invariable la relacidn de coordenadas
anteriormente mencionada., El grosor del carton para loa
dibujos utilizado ha sido de 1 mm, exactamente 100 veces
mayor que el grosor de los cortes coincidente con los 100
sumentos de cada microfotografia.

4.2.2. Conversién de perspectiva.

La reconstruccién directa marca la perspectiva
frontal segun el eje antero-posterior (Z) en la secuencia
de los cortes del N.so. De aquf y sin necesldad de nuevas
series de orientacién distinta se pueden obtener facilmen
te las otras dos perspeoctivas segun.los ejes Y y X.

' Pars la perspectiva horizontal segtn el eje dor
si-ventral (Y), basta tener en cuenta las distanciss de
los puntos del contorno a loe planos sagital (eje X) ¥y
antero~-posteridr (eje Z), este dltimq calculado con la nu
meracién del corte frontal a partir de la comisura snte—
rior como plano O,

Para la perspectiva lateral segﬁn el eje latero-
medial (X) basta tener en cuenta la distancia de los pun-
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tos del contorno a la base del ventriculo (eje Y) y al
pleno frontzl O (eje Z).

Teniendo en cuenta todos estos datos, se han po
dido construir las tres perspectivas citadas, segin los

"~ tres planos cartesianos, sin recurrir mas qﬁe &8 la serie
de cortes frontales. El ndmero de cortes varfa notablemepn
‘te-con la-edad de. 1lss ratas, obtenidndose los siguientes

promedios: CUADRO N2 1

EDAD N? de CORTES A K2 de CORTES CONTENIEN
 DIAS PARTIR de la C.A. DO al N, SUPRAOPTICO
120 1.u. 1000 : . 42

22 1.u. 1000 - 72

23 i,u. 1400 ) 72

15 p.p. 1500 96

l.u.= intrauterinos; p.p.= post-partum; c.a.= comisura
anterior

Para la reconstruccién tridimensional se han ut}
lizado todos los cortes seriados conteniendo al N.so., es
decir, desde que comienza el quiasma, hasta que desaparé-
ce 1la cintilla dptica de la superficie, siendo su niimero
51 expuesto mas arriba.

4.3. TECNICA CITOFOTOMETRICA

Para 1a cuantificacidn citafotomdtrica se ha he

cko pasar a traves de las preparaciones un haz luminoso
de 540 nm de longitud de onda y sQ ha medido con un foto-
miltiplicador la intensidad lumfnica que atraviesa la pre
peracidn (valor medio de 45) o bién la diferencia (valor
medio de 35, tomando logaritmos decimales) respecto al .
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haz original, es decir, 1a absorbancia de cadaz punto ang
lizado segin el tipo de haz empleado. As{ puds, se ha po
dido asocier cada punto de la preparacidn con un valor‘
objetivo de luminosidad, dado por el fotomultiplicador.
Para explorar cada extensidén necesaria en las preparacio
~ nes, se ha efectuado un berrido de las mismas con el haz
luminoso, recogiendo un muestreo adecuado y significativo
de puntos con sus valores de absorbancia. Esto ha supueg
t0 un desplazamiento sistemdiico én el plano, segén los
dos ejes ccordenados X e Y. En nuestro caso, se ha con-
seguido manteniendo fijo el haa luminoso y desplazando la
preparacién en forma de barrido sobre puntos de lineas
paralelas, dentro de un recténgulo.

La mayor parte de las veces no ha interesado me
dir toda la preparacién sino solo un campo o zZona deter-
minada; o incluso unss células eisladas, estableciendo
previamente los 1lfmites de la zona a explorar. Ha sido
necesario también establecer la unidad de salto, ez decir,
la distancia entre dos puntos: consecutivos de medida con
el fotomultiplicador. De este modo la zona a explorar ha
quedado cuantificada por una serie de medidas de absorbag
ocia, correspondiendo cada una a un punto de la preparacidn
geparado del siguiente por ia unidad de salto. Si dsta es
lo suficientemente pequefia, el campo queda convertido en
un retfeulo, correspondiendo cada medida a una celdilla
del mismo.

‘ El proceso de medicién es el siguiente: en pri-
mer lugar se he posiecionado 1la preparacidn en ls platina,
previa eleccidn del diafragma de medieidn, de la longitud
de onda de 1a luz, de la distencia entre areas.de medids
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(salto), de la superficie total a enmlizar, de le medidm
del fotcrultiplicador; desplazamiento automdtico de la
prepzr2cidén en una unidud de saltoj nueva medicidn y asi
sucegivumente hasta barrer todo el drea filjada. Es un -
procedimiento lento porque la preparacidn debe ester fi-
ja antes de medir, pero por otra parte, también las me-
diciones son mds precisas al hacerse asf. Como ejemplo ~
puede citarse que con una unidad de salto de 0;5 P, una
zonz de 15 p x 15 p tarda unos 2.minutos en medirse, -
mientras que un campo de 140 p x 170 n tarda uﬂas 3 ho-
ras y media,

Los valores de medicién se han procesado con
un ordenador (Digital PDP-12), mediante un programs -
APAMOS cuya funcidn bdsica es controlar la secuencia de
operaciones'citada anteriormente, imprimiendo los valo-
res medidos en un teletipo. gempign graba dichos valores
en cinta.magnética.-‘ - o -

Este es el proceso que suele seguirse con - -
¢élulas sisladas o campos peguefios. Pero puara agrupacio-
nes celulares o campos mds extensos, el volumen de datos
es tal, que se hace precisa una reduccidn de los mismos
para as{ poder ser asequibles y asimilables por el ope-
rador. Esta es la misién del programa DATPLAN, que par-
tiendo de los valores grabados en cinta magnética por -~
APAMOS, agrupa los valores de celdillas vecinas, a la
‘vez que cuenta el nimero de células que hay en el campo
medido. El1 programa supone que un grupo de celdillas -~
agrupadas, cuya absorbancia supera un cierto umbral, -
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equivalen a una c€lula detectzda en 1a.pfepuracién, o
para ser mis exactos, a su nicleo. Para evitar contar
un miclzo por cada celdilla del grupo, una vez descu-
biertz 1z primera, él programa borra los datos corres-
pondientes a las & celdillas adyacentes a la misma y que
se supone forman parte del mismo nicleo. Esto implica
que la unidad de salto debe elegirse igual a2 un tercio
del didmetro nuclear. Asi basta explorar ordenadamente
todos los datos de la cinta magnética, para saber el -
mimero de células que hay en ese campo.

El umbral se fija segin la absorbancia o ex-
tineidn (del haz) de las células de dicho campo y para
ello, previamente a la medida del mismo, se snslizan -
30 c¢élulas aisladas dentro de é1l. Esto permite conocer
el didmetro (tamafio) medio y la absorciédn (opacidad) -
media de los micleos de las cédlulas de 1a preparacidn.

Una vez explorados todos los datos, el progra
me DATPLAN ha impredo ung@s medidas generales { dres
total explorada, ninmero total de células, densigad ce~
lular media y superficie ocupada por los nicleos) sobre
el campo explorado, asfcomo un mepa de distribuciédn de
densidades celulares. Como ejemplo puede citarse que se
tardan unas 3 horas y media en imprimir el mapa corres-
pondiente a un campo de 140 u x 170 u.

El equipo utilizsdo para la realizacidn de -
este estudio, consta de un citofoyomicroscopio Zelss -
modelo SMPH, acoplado a un ordenador Digital PDP-12-A.
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E1 nicroscdpio puede ser usado con dos tipos de ilumi-

nacidn: incardescente (que contiene todas las longitu-

des d2 cnda visibles, simultaneemente) y la de fenon - .

(qus zediznte un monocromader se reduce & una longitud

de cndz dnica, pero veriasble a lo largo de toda la ga-~

ma visible e incluso a una parte del ultravioleta)., -~

Tambidn consta de un fotomultiplicador sensidble a todo

el espectro visible, un diafragmas de campo que permite

reducir el cempo luminoso para que sdlo limite.el obje

to en estudio, un diafragma de medicidn regulable.y un

obturador o seccionador del haz lumfnico de modo que -

pe presente al fotomultiplicédor de manera discontinua.
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Cono Tuerite luninresz se ha atilizzdo 1o luz

de fencon monocromzda a luz verde c¢on unz2 iongitud de -
or "+ A= i nTe, Una zpariura del ponocroXzdor da - -
C.l :viey un onjetivo de 4C aumenios y un diafrzgma ds

Geuicidn de C.l mma.

Como el conversor analbgico-digital que con-
viarie la =sefizl que le llega del fotomultiplicador tie
ne 6§ bits, el ndmero mdximo que puede obtenerse como —
resultado de una medida es 28—1 = 255 y el nimero mini
mo es O. E1 valor 255 representa el total del haz lum{
nico transmitido, es decir, la densidad dptica nula. -
El valor O es la medida correspondiente al haz lumini-
co transmitido nulo, esto es, & la densidad iéxima. La
densidad 6ptica'D correspondiente a un punto en el que
se ha obterido una medida I del haz luminico en el con
versor analdgico-digital es por tanto: D = 255-k., Asi
todos los valores de la densidad 4ptica correspondien~
tes a todas y cada una de las celdillas exploradas se
encuentran comprendidos en el rango de C a 255. De es-
te modo sperecen representados eén el mapa impreso, con
la dnica diferencia de sustituir el 1 de las centenas
por un “.," para las densidades comprendidas entre 10C
¥y 199 y el 2 de las centenas, por dos puntos ":" pare
las densidsdes comprendidas entre 200 y 255. En este ca-—
so, el mapa se ha limitado al nucleo de una neurona y sus
inmediaciones, ya que es la dnica parte bién delimitable
por el procedimiento de tinecidén empleado. Fig. 2.

Tanbidn se ha trabajado con intensidades lu-
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minoaas en vez de densidades épticas y como aquellas no

son absolutas, sino relativas, ha sid9 preciso gijar una

yde

ntinziced de referencia, respecto de la cual se expreg
123 denss en %. De este meodo la intensidad
lucinosz: ninima serd 0% y la mdxina 1CCj., Para repre--
gentar todos los valcres medidos en este rango, el opg
rador cualivra el szparato inmediatamenie antes de la to
na de datos, fijando as{ la intensidad luminosa de re-
ferencia. Para cllo sc¢ elige un punto de la preparacidn
que no tenga ningin micleo y se le asigna el valor de
medida 200 en previsidén de que pueda haber algin otro
punto mds claro (valor medido superior a 200) sin tener
porqué saturar el conversor analdgicg-digital cuyo va-
lor ndximo es 255. Este valor 2CC representard el 100%
de luz transmitida (referida a ese punto). Con esta re
ferencia ya se pueden obtener las intensidades lumino-
sas relativas correspondientes al resto de los valores
medidos. La relacidn que.liga la densidad déptica D de
un punto con la intensidad luminosa relativa asociada

a é1, viene dada por medio de la férmula siguiente:

a{'
D = 100 log %%%

As{ a una intensidad relativa del 1% le co--
rresponde una densidad de 200, mientras que a una in--
tensidad luminosa del 100% le corresponde una densidad
dptica de 0.

En general se ha operado siezpre con densida
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des 4pticze ya que como su rango es de 0 a 255, con --
ellas se consigue unz definicidén mucho mayor que traba
Jando con.intensidades cuyo rango es solo de 0% a 100%.

Para este estudio, se han utilizado las se--
ries de cortes histoldgicos anteriormente resefiados de
los distintos periodos evolutivos.mLa toma de datos se
efectua en todos y cada uno de los cortes seriados des
de que comienza el nucleo supradptico hasta que desapa
rece, Como se ha esbozado anteriormente, el estudio es
doble: células aisladas y agrupacibnes celulares, |
4,3.1. Células aisladas. _

Su finalidad es carecterizar las célululas -
de las distintas zonas del N.so.,'édemas de proporcio-
ner los datos previos para la toma de datos de las agru
paciones celulares.

Es un estudio bastante laborioso, ya que la .
eleccidn de las células ha de hacerse cuidando que es-
tas puedan aislarse con facilidad para ser medidas por

el computador. La unidad de salto elegida ha sido de -

Ce5 po

El programa APAMOS nos ha impreso los siguientes

resultados para cada célula¢ coordenadas X, Y, area to-
tal explorada, intensidad total, intensidad media, ex-
tincidn total, extincidén media y error de distribucién.
Ademas imprime un mapa de la distribucién de .densidades
dpticas correspondientes a esa célula (Fiz.2).

Para confirmar citofotometricamente que los

valores de densidade: dpticas delimitantzs de los nu-
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- . - ’
clegg ¢ 123 neurorcs anzljizades sén los mag onronii~-—

dos entr: 3C y 40, se hiciercn las siguientes nruebas:
£ mna I acparar el ndeleo celulur visto Al microscd
vis cecxn ol ozirzdo por la pantalla del coxzputador y -

cen &) iapriznido atraves del teletipo, se hizo unzs su-~

escela correspendiente entre una microfo
toe_r=s{z y o1 mapaz proporcionzdo tor el teletipo. Con
esta téenica comprobzmos definitivamente gue los valo-~
res de densidzdes 4pticas cerrespondientes & 35 eran -
los mds adecuzdos para definir automdticamente el con-
torno nuclear. En el interior dcl nicleo el valor me—-—
dio de densidad déptica (tambien llamada extincidn lumi
nosa) es de 6C, aungue pueda contener pequefias dreas -
con extinciones tan bajas como 5. E1 nucleolo presente
valores entre 10C y 255, con una extensidén ninimz de 8
celdillas o éuadriculas. Si la extensién es menor, se
considerz material cromatinicée épticarxente denso. E1 -
citoplasmz de 1lzs célulzs tiene valcres comprendidos -
entre 5 y 35.

Con estos criterios, se delimitan manualmen-
te en el mupa impreso, les zonas correspondientes sl -
citoplasma, micleo, nucleolo y materizles cromatiniccs
dpticamente densos, que guedan nitidaienté perfilados
y situados.

Posteriormente, se calculan las dreas corres
pondientes 2l nidcleo y nucleolo, para lo cuzl bzsta -
contar el mimero de cuadriculas ocuradas sabiendo que

cada unz tiene un drea de una unidz:d de salto 2l cusni—=-
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drado, ez decir, C.25 p”. To2xbien se miden los difme—-
tros, suviendo gque la sepz=racidn entre dos cusiriculas

eg unt unidad de salto, es decir, C.5 p. Con estos vz-

lores zec halls el tazmafic y la forra nuclear y nucleolar

nimero d2 nucleolcs existentes en ceda célula, ete., -
datcs todes ellos que sirven para caracterizar efecti-
vanmente los distintos tipos de células en las diferen-
tes zonas del [i.s0.. ‘ .
4,3.2. Agrupaciones celulares,
La finalidad de su estudio es delimitar y -- f
cuantificar objetivamente el N,.so. |
Partiendo de las preparaciones mencionadas,
se elige manualmente una zona de barrido que comprenda
enteramente al N.so. en ese corte. Igual que para célu
las aisladas, se toman los datos de esz zona mediante -
el programa APAXOS, con la unica diferencia de escoger
la unidad de salto igual a 3 p. Esto equivale a 1/3 de
un didmetro nuclear medio de 9 pu, factor necesario pa-
ra ser posteriormente procesado por el programa DATPLAL.
Esta vez no se solicita ningin mapa del pro-
grama APANOS y los Unicos resultados interesantes del
mismo, son las dimensiones X, Y de la zona explorada y 2
la intensidad media de la misma, que se suministran co
mo datos al programa DATPLAN. La-estructura de este ul
timo es tal, que permite el procesadc ce hasta 3 cau--
pos celulares sucesivds sin inter;encién del operador,
por lo que puede dejarse funcionando de modo autdénomo

durante la noche.




Coro ya hemos mencionado, el programa D.TPLAN

explora log Gectos grubzdos en cinta msgnédtica por el -

ro_roma APGICE, contendo las células existentas, sar

'y

o)

vy

=

-~
=

|

j—d

50 1zs en cusadriculas de 6 x € celdillas-

aQ

5Q i
(c.2= una de las cuales mide 3 F, lo cual hace gue 1las
cuzCriculcs sgean de 18 p x 18 p) y asignando a cada --
cu~driculsz, ¢l nimero de células encontrado en esas 36
celdillas. los resultados paru campo celular son: drea
total exploradz, nimero total de células, densidad ce-
lular media y superficie ocupada por los nicleos. Ade-
més imprime un mapa del campo andlogo 2l proporcionado
por APALCS, pero con la diferencia de que los valores
de cada posicidn, en vez de ser extinciones luminosas
per celdilla, son el numeroc de célulss existentes en -
esa cuadricula de 36 celdillas, ocupando 324 p2 (18 n
x 18 p) de drea. Este nimero puede oscilar entre C y 8
células comc méximo y se interpreta empiricamente del
siguiente modo:

a) Valores de C a 3 células por cuedricula, corres--
ponden & l2 sustencia blanca y no se imprimen.

b) Valores de 4 a & células por cuzdricula, corres—-
ponden a la sustancia gris y son los gue resultan
impresos en el mapa.(Figs. 27-3C). :

lianualmente, se delimita la zona del m=pza cO
rrespondientec 4l l.s0. y sobre ella se hace un recuen-
to de 1lus cuadricul:zs correspondientes a sustanciza blan
ca y las corresvondientes s sustancia gris. Sabiendo -
que cada unz ocupa 324 pg, se pueden ssber lus drezs -

: 2 .
correspondientes en p°, 2si como la homogerneid.:d de 1=
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dintritucidén celulsr y el mimero total de c4lulzs co--
rreaspendientes al lieso. en ese corte. Con esto se con-

:Teativanente la delinitacidr y cuantificacién -

<
b=
l-—-
o
4
¢

\¥]

cujztiva de dicho ndcleo.

Uniendo los resultudos hallados al analizar
célulces aisledes, con los hallados al estudisr agrupa-
ciones celulzres y mediznte la aplicacidn de métodos -
estadisticos (curva de Gauss, x:2V ), se determina 1a
existencia de una o varias poblaciones celulares en ca
da zona del N.so., de las diferentes edades estudiadas.
Posteriormente se aplica un andlisis de varianza para
determinar las posibles diferencias existentes entre -
las células de las distintas zonas correspondientes al
nicleo en un estado evolutivo concreto y las diferen--
cias existentes entre las células de una misma zona pa

ra todos los periodos evolutivos estudiados.
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5.1, TCFCLOGIA Y MCRFCLCGIA DEL KUCLEO SUFRAOFTICC.

Desde el comienzo de su apazricidén en la se--
ricz zniero-posterior de los cortes frontales del dien-
céfalo, se ha comprobado que el N.so. se inicia forman
do una serie de bandas celulares superpuestas peroc sin
gren coxpacidad como masa celular (Figs. 3a-62). La md
xima extensidén de los cortes se aleanza cuando el N.so
descanssa ya sobre la cintilla dptice mds alld del quiag
ma (Figs. 3b-6b).

Presenta como una de sus caracterf{sticas es-~
tructurales, la escasez de elementos de la astroglia y
una abundante vascularizacidén en {ntima relaciédn con -
las neuronas.

En la observecidén comparada de los cortes ~-
del N.so. a8 lo largo de los distintos pericdos evoluti
vos, se ha comprobado, que los diferentes estadios se
presentan bajo las mismas caracteristicas bdsicas en -
cuanto a localizacidn topogréfica general en el hipotd
lamo, pero se observan diferencias en cuanto a tamafio,
densidad y distribucidén celular, es{ como en la distan
cia con respecto a los planos frontal o vertical, hori
zonfal y sagitél. —_

5.1.1. Embriones de 20 dias. .

El N.so de este periodo evolutivo es el que

presenta un fndice mds pequeflo en cuanto a extensidn -

superficidl en los cortes y en cuanto a densidad cslu-




ite, 2u,.dicta frontel de
les aiferenies del hipotdlamo
terinos a 10Cx,

la

corrz2gpondiente a la

a, Corte cocrrespondiente a
Corte

Corte correspondiente a l=
P

Ires

cortes situados en nive-

de rata de 20 dfas intrau

zona anterior del N.so.
zena intermedia del Li.sc.

zona posterior del ii.so0,

£l N.so. aparece dividido en dos partes pequefilas si-

tuadas una por encima y otra por debajo de la cinti-

lla éptica.
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lar. Zn leos ceries mds rostrales aparece bastante difu-
sn, siendo dificil determinar el contorno del nidcleoc —-
). +1 czbo de unos veinte cortes, el nicleo apa
rece y» con uwn limite bien definido, las célulzs aunen-
tan en niémerc y se incremsznta espectacularmente lz su--
perficie del conjunto celular, con una agregacién cada
vez iis compacta.(Fig. 3b). lacia la parte caudal del -
ndcleo, se hace evidente la segmentacidn en dos remas -
pegueiias a mznera de bandes, que se sitdan una por enci
ma y otra por debajo de la cintilla éptica (Fig. 3c). -
La situacién del ndcleo se hace al misme tiempo méds la-
teral, a la vez que se desplaza dorsalmente y sufre una
inclinacidn para formar un dngulo cada vez mds agudo con
el tercer ventriculo.
5.1.2. Embriones de 22 dias,

En los primeros cortes (Fig. 4a) muestra un -
drea algo oval de unas 150 p de extensidén en su eje ma-
yor y unas 3C p en su eje menor. La zona nds cercana a
la parte medial del N.so. es 1igeramenté puntiagudz. En
cortes mds csiidales se comprueba que el aumento del drea
es muy notorio tanto en sentido medio-lateral como en -
sentido dorsi-ventral (fig. 4b). La parte posterior del
micleo se encuentra formada por dos bandas estrechas si
tuadas uns sobre y otra bajo la cintilla 4ptica (Fig.dce).
Durante un trayecto de unas 35C p que dista del origen
aproximedamente 1a mitad de su longitud, el K.co. no va

ria en sentido ventro-dorsal, pero se eleva bruscamente
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Fise 4. Viete frontzd 4 tres cortes pertenecientes al
hincidlsmo &2 rata de 22 diss intrauterinos a 1COx, si
tusdos en‘niveles diferentes en sertido rostro-cazudal.
a. Corte ccrrespecndiente 2 la zona anterior del N.so.
b. Corte correspondiente & la zona intermedia del Ili.so.
c. Corte corréspondiente a la zona pcatericr del K.so.
El N.so. estd proximo a desaparecer y se encuentra
dividido en dos partes situadas una por encima y --

otra por debajo de la cintilla dptica.
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hoeis el 5C? corte rerteneciendo éste a territorics -4s
czudnjes. n sentide letero-mediesl sufre desde su extre

'ior un gcercaniento progresivo hkeeia el tercer

v
)
Vo
er
)
<
¥

'v:~tﬂiculo, crra m4s tarde a partir del 192 corte, se--
i an desplazamiento opuesto en sentido medio-laterzl.,
Ia s2ccidn del ndcleo ha girado de tal modo que su eje
mayor cue primitivamente estzba horizontal, pasa a ser
vertvical.

5ele3. Embricnes de 23 dias, .

La topologia del NK.so. en el dfa 23 de la ges
tacidn, presenta una variante en su desarrollo antero--
posterior. Su imagen en los primeros 14 cortes (Fiz.5z2)
es sensiblemente estrecha.y alargéda en sentido horizon
tal, siendo la parte medial mds fina que la lateral. En
la zona intermedia entre los cortes 23 y 52 aumenta con
siderablemente la extensién del nidcleo, tanto en senti-
do latero-medizl como en el dorsi-ventral con ejes ma--
yor y menor de unas 45C p y 1CC p respectivemente (Fig.
5b). En la parte posterior, a partir del corte n? 53, -
queda dividida 1la imagen del nidcleo en dos partes ven--
tral y dorsal a la cintilla éptica, siendo de m2yor ex-
tensién la ventral.(Fig. 5c).

| La imagen de los primeros cortes del nicleo,
es alargada tambicn en sentido horizontal por encina del
quiasma éptico; en los Ultimos cortes la imagen ha gira

do y resulta alargada en sentido vertical.




3%

. 5. Vizta frensal de tres cortes situados en distin

03 niveiss en sentido rostro-caudal del hipotélzmo de

Corte correspondiente a la zona
Jorte correspondicnte a la zona
Zn este nivel o1 rucleo alcanza

Corte correspendiente a la zona

iz 23 dias intrauterinos a 1CCx.

anterior del li,so.
intermedia del N.S0.
su mdximo desarrollo.

posterior del N.so.

El N.so. estd visiblemente dividido en dos partes si

tuades a ambos lados de 1la cintilla dptica.
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L

Sele4. Bjerplares de 15 dias posi-pariunm.

Zn los primeros 8 cortes frontales (Fig.tz),
el nicieo ccuga un drea pequeiia de mds 0 menos 180 p -
sor ZC u siendo menor el eje dorsi-veniral que el late
ro-m.diul, £l extremo mids medial es puntiagudo y el --
nis l-ter:1l de forma aplanada, Al avanzar unos 32 cor-
tes (Fig..u) y: en la zonz intermcdiz del nucleo se ~-
aprecia ;ue le extensidn en superficie ha aumentzdo al
canzando valores de unas 160 p por 110 p. A’ partir del
corte n? 70 (Fig.€c) se observa la escisidn cel niucleo
en dos partes, la ventral y la dorsal. E1 nicleo sufre
un desplazamiento inicial durante los primeros 13?2 cor
tes tendente a acroximarse a territorios mds medizles,
despuds a partir del corte n? 14 invierte la trsyecto-
ria para ir alejéndose hucia zonas m9s laterales, Con-
tinda a partir del corte n2 25 un nuevo acercamiento -
hacia la zona medial y prosigue a partir del corte n?
36 a2lejéndose lateralmente hasta la parte posterior -
donde el nucleo se fragmenta en las aos zonas.

5.1.5. Resultados morfoldgicos ccmunes.

El estudio de los cortes seriades, h2 permi-
tido tal como hemos ido describiendo, una serie de ca-
racteristicas morfolégicas y topogrdficas comunes en -
los cuairo pericdos evolutivos ce los embriones de ra-
ta de 20,22 y 23 dias y nacido de 15 dias:

a) 21 N.so. posce una dimensidén mayor en sentido la
tero-medial j;ue en sentido dorsi-ventral.
b) &n la zona intermedia el extremo lateral y pun--

tiagudo y mds estrecho que el medial.
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Fiz. 6. Vistz frontal de tres cortes pertenecierntes =l

nivoiflzro d2 rsta nscida de 15 dias, situados en nive

les diferenies en sentidc rostro-caucal 2 10Cx.
a, Ccrie correspondientz & la zona anterior czl Ii.so.
t. Tcrte corra2syeondients = la zona intermediz del K.so.

T
e

s visible 1=z existencia de un2 nmigracién celular -

+3

en este nivel del N.so. y de una gran vasculariza-
cidno r

c. Corte correspondiente a la zona posterior del li.so.
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c) La zona intermedia estd mds uesarrcllada que lus
zonzs3 anterior y rosterior, ocupando aproximada-
mente el 6C% Gel volumen total,

é) La zona posterior estd segmentada en dos partes
gue se sitdan por encima y por debazjo de la cin-
tille 4ptice.

e) E1 N.so., sufre un desplazamiento inicizl hacia -
£reas medimles, pera alejarse hacia dreds latera
les. Vuelve a desplazarse hacia 4reas mediales -
en le zona intermedia e invertir de nuevo la tra
yectoria desplezdndose en sentido lateral. |

f) Presenta un descenso en sentido dorsi-ventral, -~
aon un punto de inflexidn hacia el corte n? 24,
a partir del cual asciende hacia la zona dorsal
haci el drea infundibular,

g) Existe un incremento progresivo en la extensidn

'~ rostro-caudal del H.so, con el sumento de la edad
de los ejemplares.

h) La imaszen del N.so. en los primeros cortes es —-
alargada segin un eje nmedio~-lateral horizontal y
1la imagen del nicleo va a hacerse vertical en --
‘los dltizos cortes.

5«2, REPRESENTACICN TRIDINELSIONAL,

Con esta representzcion, se pretende dar la
mayor fidelidad a la morfometria del N.so. durante loas
periodos del desarrollo evolutivo estudiauos. Es impor
-tante jue todos los datos redagidoa estén roferidos ——
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sin variacidn .osicional alguna con respecto a los pla
nos de origen do coordenadas, condicidén indisthenanble
par:. poder h:cer unz reconstruccién iidedigna y obie--
ner 1uas persveclivas cartesianas del ndeleo en caaa fa
se evolutiv: estudiada . Asi se ha podido seguir la «-
evzlucidn ontogénica de la ggruprncidn nuclear, los des
plazanientos segun los tres ejes rostro-caudal, medio~
~lateral y ventri-dorsal, tamafios carciales y ce con--
Jjunto, pudiendo destacar a;uel hecho que se considere
peculiar por una caracter{stica deierminads.

La simple observucién de lcs cortes propor--
ciona una idea de la forma del nidcleo y suglere una in
terpretacidn, pero'es muy fdeil que el modelo uzsi ima-
ginado difiera en importantes detalles de la forma - -
real,

5.2.1. Embriones de 20 dfas.

5.2.1.1. Perspectiva dorsal (Fig. 77a). Presenta el de-
sarrollo antero-rosterior del niecleo supradptico visto
desde arriba. Al observur la jrdfica se puede apreciar
como los ocho primeros cortes correspondientes a la zo
na anterior est:n centrados con relacién a la posicién
que ocupan los corteé pertenecientes a la zona interne
dia, apareciendo en la zona anterior los extremcs me--
diales del N.so. en czda corte a una 5CC p de distan—
cia del plano sagital, mientras que en la zona interme
dia esta diﬁtancia disminuye a unas 43C p. Esta eparen
te lateralizacidén .s debido a que la longitud en sentl

do latero-medial es menor en la zona anterior que la -
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cernco-ida en 12 zone internediz, cdonde dupiica pricti~
canzate el vailor presentedo por la zena anterior. La -

cn? poshevier sufre un desplazamiento medial con relz
eifi. o loz ures Gltizos cortes de la zonz intermedia y

procenta una extensidédn latero-medizl peguefiz.

Con relacidén al eje dorsi-ventral, la parte
antervior se situ2 en lugares méds profundos que las ——-
ctres dos wenas. la parte intermedia sufre una discre-
ta elevacidn zunque con ligeros descensos intercalados
para elevarse de form2 més acusada, en la zona poste—-
rior,

Con relacidén al eje horizontal, la parte an-
terior tiene una extensidén pequeila, la parte interme--
dia es mucho mayor y la parte posterior es menor que -
la intermedia y algo mayor que la anterior. '
5.2.1.2. Perspectiva ventral (Fig. 7b). luestra como -
la zona posterior estd dividida en dos partes de for--
mas y posiciones distintas. Con respecto al eje ventri
dorsal, la zona posterior ocupa lugares nds ventrales
que la zona media donde vuelve a sufrir un descenso -~
gradual hasta comenzzr la zona anterior gue acusa una
pequeiia elevacidn.
5.2.1.3. Perspectiva medial (Fig. 7c¢). Resalta con - -
gran nitidez el transcurso de la cintilla éptica a lo
largo del nidcleo y su inclusidn en la zona pesterior -
dividiendola en dos partes asimétricas. Con reliacidn -
al eje dorsi-ventral, la zona intermediz tiene valores

promedio de didmetro hasta mfs del deble que -las zonas
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rostericr ¥ anterior, a la vez gue es la mis extensa -
en santide rostro-caudzl, La zona anterior se encuen--
tre sitsnds en posicidn mds inferior, mientrzs que la

Zena tesiarior es la mds elevada.

5.2.1.4. Perspectiva lateral (Fig. 7d). Presenta la for

ma de "s" que tiene el li.so. en este estad{o, corres—-
_ pondiendo la parte nfs larga y eleveda a 1é zona inter
media, La zona posterior desciende ocupando los lugzres
més inferiores de las tres zonas.
5.2.1.5. Perspectiva anterior (Fig. 7e). Muest;a la va
riacidn existente entre la zona anterior, intermedia y
posterior en cuanto a los niveles de cada zona segin -
los ejes dorsi-veniral (profundidad payor o menor) y -
latero-medial (lateralizacién mée.o renos prohunciada).
La parte posterior resultz ser la méds elevada y tiene
unas dimensiones segin el eje latero-medisl inferiores
a las de las zonas anterior e intermedies.
5.2.1,6. Perspectiva posterior (Fig. 7f). Muesira con
absoluta claridad como el 4rea posterior estd dividida
en dos zonas diferentes {dorsal y ventral) en cuanto a
forma, tamaiic y posicién, Le zone intermedia presenta
unas dimensiones segun el eje dorsi-ventral superiores
8 las de las zonas posterior y anterior, quedando esta
Ultima oculta por la zona intermedia.
5¢2.2, Zmbriones de 22 dias.
5.2.2.1. Perspectiva dorsal (Fig. 8a). Luestra lz tra-
yoectoria antero-~posterior del ndcieo supradptico. Con

relacién al plano sagital, la zona anterior es la mds
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lateral de toaas. Inicialmente estd puy alejuda del ~-
tercer vinirliculo, pero :e vu desplazando hacic €1 sua
vemenvs mirs consesuir un mdximeo de acercamiento al co
menwor 1o zona intermedia. Esta dltima vuelve ce nuevo
a alejurse dzl ventriculo 8 la vez gue auments sus di-
mensicnes sezin el eje latero-medizl. La zona poste- -
rior, s2 hzce ligeramente mds medizl alcanzandoe posi--
ciones e:ulvzlentes a las presentadas por las primeras
secuencias de la zona anterior. Esta disposicién aleja
da del tercer ventriculo, se mantiene mwds o menos cong
tante hasta su término. '

Con relacién al eje dorsi-ventral, la:zona -
anterior muesira mdy ligeras vurisciones. La zona me--
dia en su ccmienzo no sufre alteraciones pero segin -
avanza en sentido caudal, present:z notables variacio--
nes en las partes mis mediales y laterales. Ia parte -
medial de la zona medie sufre un hundimiento escalona-
do. Una pequeila extensién ocupada por 12 parte més la-
teral de la zona medisa se curva para internarse en re-
giones mds profundas. lLa parte posterior presenta una
elevucidn muy brusca hacia zonas mis dorsales,

Con relaci&n al eje antero-posterior, se ob-
serva como la zona intermedia ocupa una extensién muy
superior a las de la zZona =nterior y posterior.
5.2.2.2. Perspectiva ventral (Fig. 8b). Presenta las -
notables diferencias existentes enire la zona poste- -
rior y 1la media y anterior, oéupundo la zona pogterior
lugares z4s internos gue las oiras dos zonas, no sien-

do posible su visualizacidn en la fotografia correspon
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dienie. Las zoncg wznterior y media sufren discretas ele

v.iciones y descensos.

5.2.2.3. Perspectivu medial (Fig. 8c). Sigue la trayec
tori: de la cintilla Sptica a través de todo el desa--
rrollo del micleo supradptico. En sentido rostro-cau--
dal se pucde observar coxo la parte de la zona mzdia -
mds cercana a la zona anterior, es la més elevada, - -
mientras que la zona anterior y posterior estin méds in
ternadas ademds de lateralizarse lg zona posterior.
5.2.2.4, Perspectiva lateral (Fig. §d). Kuestra forme
de "1" invertida, siendo la parte posterior 1la que su-

fre una gran lateralizacién. La zona anterior es la —-

mis estrecha en sentido dorsi-ventral y presenta una - .

trayectoria bastante recta aunque con ligeros descen--
Bos y elevaciones. La zona intermedia es la mds ancha
¥ elevada. En le zona posterior se observa como el did

metro mayor de la seccidén del micleo en. los cortes se-

riados del misme ha girado de tal forma que results per

pendicular al gue se comprueba en los cortes de la zo-
na anterior,

5.2.2,5. Perspectiva anterior (Fig. 8e). Debido a la -
posicién y forma global del micleo suprgﬁptico sélo se
aprecia muy parcialmente este ndcleo en tal proyeccidn,
Ya que lp zona posterior sufre un desplaz:miento inter
no tan acusado que queda oculta por la zona anterior.
Estd patente como la zona media presentz variuciones -
entre sus extremos lateral y medial describiendo un pe

quefio arco.
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5.2,2.6, Perspeciiva posterior (Fig. 8f), iuestr. de -
forrmn muy notcriz la divisién de la zcna posterior en
dos puries, asl cormo la imjortantisima elevuciédn que -
adquicre esis zcna. En sentido rostral el nide.eo sufre
unz Tro rasiva lateralizacién hacia zonas cercungs al
tercer vertriculo.

5¢2.3. ;mbrioneé de 23 dias. ‘

5¢2,3.1. Perspectiva dorsal (Fig. 9a)}. Presenta las --
variaciones sufridas por les zores anterior, interme--
dia y posterior en sentido rostro-caudal,.El H.so0. - -
muestra cont{nuos desplazamientos en sentido latero-me
dial acercdndos¢ y ale jindose del tercer ventriculo a
la vez que aumenta.de grosor en la zona intermedia pa-
ra disminuir en la zona posterior., Con relacién al eje
antero-posterior, las partes anterior y posterior tie-
nen una extensién mucho mds peguefia que la zona inter-
media, ILa parte md:z lateral de ésta dltima sufre una -
elevacién muy acusada hacia 4reas mds dorsales, pasan-
do a formar con lz base del tercer ventricule un dngu-
lo mds azudo en la zona anterior.

5.2.3.2. Perspectiiva ventr.l {(Fig. 9t). iuestraz tam- -

bidn los desplazamientos latero-mediales Jue va su- -

friendo el nicleo supra-éptico a través del desarro-
1lo rostro-caudal del mismo. Se observa como la zon. -
intermedia no presenta grandes caxbios en las dimensio_
nes del nudcleo en los cortes en sentido lutero-mediul.
ILa zona anterior es menor que las zonaé meaia y poste-

rior.
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Se243e3. Ferspectiva medainl (Fig. 9e¢). La unu visidn -
de 1z rutu Suruida vor la eintille Sptica. Gue se in--
mizezyo en la cona posterior purs dividirlu en dos par

+ .
v

(O]

seindtriens durante un corto troyecto. La zona poz
terior sufre unu luteralizaecidn procresiva.

S.2.3.4. Perspzctivz lateral (Fig.'gd); Presenta el . i
ro sus van sufrisndo los didmetros mayores de les sec-
ciones éel nmiclso en los cortes a lo largo del desarrp
llo antero-posterior dzl nicleo. La zona posterior su-
fre una pegguefia lateralizacidn a la vez que se inclina
digcretamente hecia zonas mds internas,

5.2,3.5. Persgectiva anterior {Fig. 9e). Se otserve 1la
no existencia de una variacién bruscs entre las zonas-
anterior, media y posterior, aunsue s{ son evidentes--
los pejuefios arcos formados eh varios trayéctos del ni
cleo, debido a las distintas localizaciones ocupzdas -
por los extremos mediales y laterales sobre todo de 1la
zona intermedia.,

5.2.3.6., Perspectiva posterior (Fig. 9f). huestra a la
zona posterior dividica en dos purtes, ventral y dorszal
asimétricas en cuanto a forma y tamado. Zn sentido ros
tral, el ndcleo va désplazandose con respecto al eje -
latero-medial a la vez gque sufre descensos y elevacio-
nes en sentido dorsi-ventral,

5.2.4. Ejemplares post-psrtum de is dfus.

5.2.4,1. Perspectiva dorssl (fig.10a). Fres=snta el de-
g2rrollo antero-posterior del lN. so. fielacionando lus-

zonas anterior, media y posterior con el conjunto del-
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Fig. 1C. Reconstruccién tridirmensional del N.so. de rat
nacida de 15 dias.

a = anterior; 1 = laterzl; v = ventrel,
a. Perspectiva dorsel.

b. Perspectiva ventral. -

c¢. Perspectiva medizl.

d. Perspectiva lateral.

e. Perspectiva anterior.

f. Perspectiva posterior.,
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micleo ¥ con el plano sugit:l, se observa como €l co--
mienzo de 1. zonz anterior estd centrado en la fizura~
con raizeidn s una ran extensidn de la zona interme—-
Gic. Jesdn wvansa en sentido ezudil, se acerc. prozre-
siv i.ents 2l tercer veniriculo pur. ceszlazarse h.cia~
2fc-ra 21 comenzar la zcna intermedia. stz zona sufre
altzraciones en relacidn al plano de rcferencia tozmadg
mediznte sucesivos pero susves acercanientos y ale ja--
mientos del mismo, hasta gue, haci: la mitadde su tra-
yecto, inicia une lateralizacidn paulatina hasta el co
mienzo de 1la zona posterior. La extensidn de lzs areas
sucesivas de seccién del nicleo en sentido luztero-me—-

dizl es muy homogénea a lo largo- de toda la zona inter
media. La zona posterior se encuentra mas alejada del-

tercer ventriculo que las zonas anterior e intermzedia.

Con resrecto al eje antero-posterior, se observa como-

la zona anterior es de pequetio didmetro, mientras que-

las zonas posterior y especialmente la intermedia, ocu
pan grandes extensicnes.

5.2.4.2. Terspectiva ventral (Fig.1lCov).lluestra a 1la zg
na posterior dividida en dos portes situadas en nive—-

les diferentes,ocupahdo el d4rea mds lateral de la par-

te ventral lugares tan elevados cono la zona interme—-

dia. 1a zona intermedis desce gque se inicia, en senti-

do rostiro-caudal, va ascendienco noteblemente hasta al
canz.r un mdximo que mantiene durante una pequeiia tra-

yectoria para comenzar el descensoc que continua la zo-

na znterior.
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Se2+4e3. Ferspectiva medial (Fig.1i€c). <ueda patente 1la
zon: -oaterior Givicida en dos partes asimétricas entre
125 eu.les transcurre la cintilla éptica. tiene form:-
G2 "," cen lo rim: sucerior nds alariada que la ante~-
rior y dividida en las dos subrzmas desiguales.
5¢2.4 440 Perspecfica lateral (Fig.10d). Husstira un per
fil sewgjunte 2 una “C" invertida o Ge media luna con-
la parte posterior mds alargada que la anterior. Se ob
serva el gran desplazamiento sufrido por la zona inter
media asi como la divisién de la zona posterior en dos
ramas diferentes,
5.2.4.5. Perspectiva anterior (Fig.lQe). Da una vieidn
total de la parte anterior y una parcial de la parte -
- dorsal del L. so. Exiaten unas fuertes varizciones en-
tre las zonas anterior, intermedia y posterior. La zo-
na intermedia desciende bruscsmente hacia zonas mds —-
ventrales para elevarse de forma continua hasta la par
te posterior del nicleo.
5.2,4.6. Perspectiva posterior (Fig.1Q9f). Presenta cla
ramente a la zona posterior dividida en dos ramas nuy
distintas entre si. Atraves del desarrollo del micleo,
la disposicidﬁ de las secciones del mismo en los suce-
sivos cortes, va variandq de tal modo que las més pos-
teriores se posicionan con-el Gidmetro mayor perpendi-
cular al de las secciones de la zona intermedia.

El modelo confeccionado para los diferentes-
periodos evolutivos, permite éoncluir una serie de pog
tulados:

a) E1 N.so. muestra un contorno muy accidentado.
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b) La posicidén del N.so. en el hipotdlomo, es al co-
rnienzo zdyacente al quiasma &ptico. En su trayec-—
to, lea cintilla dptica, se va introducciendo en 41
de tal mouo gue en su zona posterior, 1o subdivi-
de apareciendo en los cortes frontales, dos par--
tes rnorfoldégica y topogrdficamente diferentes, si
tuadas dorsal y ventralmente a la cintilla 4ptica.

¢) En el andlisis rostro-caudal del N,s0. 43e COR=~—
prueba que el dngulo que forma el didmetro mayor-
de las secciones del micleo con el tercer veniri-
culo, varia constantemente desde los primeros cor
tes en que aparece formando un édngulo casi recto,
hasta un 4dngulo cero saralelo al plano sagital en
los cortes finales,

d) En sentido rostro-czucal, el N.so., sufre un des-
rlazamiento con respecto al tercer ventriculo, la
teralizandose e inclinandose hacia zonas mds dor-
sales de unaz manera octensible.

e) La extensién del N,so. en sentido latero-medial -
se incrementz con el desarrollo embrioldégico de -~
la rata.

£} lLa extenéidn del N;so. en sentido rostro-caudal,-
aumenta notzblerente a lo largo.del desarrcllo --
‘evolutivo de la rata.

g) La extensidn del H.so. en sentido dorsi-ventral,
aumenta atraves del desarrollo svolutivo de la —-

rata,
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53¢ LBUICICIES mii abLASICH CCL FLALGCS D RaFeiiwhCIa,

Cen relzcidn a los tres ejes curteszianos dor

gi-ventrel (%), mediasl-laterzl) (y) y antero-postierior

), <& ha gersesuido determinar el trayecto cel Ii.so.
a2l mismo tiemgo que aperiar datos numéricos, referides
& los plcnos elezidos para eiectuar las reconstruccio-
res tridimensionasles de los nidclecs.

Se han torado como pldnos ce feferencia: el-
sagital o plano de simeiria -del €ercer ventriculo; el-
frontal, tomando como plano de origen el corte donde -
la comisura anterior esta més desairollaéa; y el hori-
zontal, tomando como plano cero al que pasa por el ---
quiasma en su parté media.

Las mediciones se han hecho & partir de las-
migrofotografias de los cortes seriacos del diencéfalo
procesados debidamente y observados & 1CO aumentos. Ca
da microfotografia se ha situedo en relacién a los ejes
X, Yy, 2 de acuerdo con la posicién sucesiva del quiasma
'y de la cintilla éptica.

5.3.1. Persgectiva horizcntal (dorsi—ventrél). Propor—'
ciona una visién de la trayectorié antero-posterior --
del N.so. en los cua%ro periodos evolutivos del aesar-
rollo de la rata blance (Figs. 11-14).

' En el cuadro 2. quedan reflejadas las distan
cias correspondientes a los planos de referencia, Fron
tal y sagital, distancias que definen los desplazamien
tos y modificaciones que experimenta el N.so. de delan

te atras. la lateralizacidn ue dicho ndcleo es bastan-
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sirilar en todos los ejemplares. Lo mids interesante

»

oo
Ccov

o
(1

5 fivuras es el hecho de su aesplazamiento ini-

[

2) kueia el tzrecer ventriculo, durante un cierto tra

Ecio, o

nzande el territorio mds medial en el ter-—

i

g 0
-
0

cio yostcrior ce :la zona anterior, para alejarse paula
tins:ente del tercer ventriculo, siendo evidente que =
las dltinzs porciones del nidcleo, ocupan el lugar nds-

lateral con respecto al plano Frontal.

EDAD DISTANCIAS AL PLANO DISTANCIAS AL PLAKC
FACKTAL D& RoFERoNCIA SAGITAL

DIAS CORTE 19 ULTL:O CCRTE 19 PRCX. ULTIMC

2Ci.u. 240 u 66C u 530 u 43C u 1C4C u

22i.u. 280 u 1CCO u 480 u 260 u 7CC u

23i.u, 690 n 1410 u 430 u 260 u 95C u

15p.p. ECC u 1330 u 770 u 6CC u 1230 u

i.u.=intrauterino; p.p.=post-partum; PROX.=proximal.

CUADRO 2.

Bl micleo supradptico de los embriones de 20
dias , destaca por ser el que presenta una menor dis--
tancia al plano Frontal, sufrir una mayor lateraliza--
cién respecto al plano sagital y ocupar una extensidn-
mucho menor en dirececidn rostro-caudal que en los de--
mas estados evolutivos, practicamente la mitad de la -
extensidn ocup.da en los ejemplares de 15 &ius post---

partum. Un hecho gque merece especial atencidn es que -




;la parte posterior del ndclso se bifurca precozmente -

‘en dos ruizs asimétricas en cuanto 2 forma y tanafio, -

no zuord

snuo una proporcidn entre la extensidn antero-

I3
rosterior del nicleo y el nudmero de cortes que presen-

ten las Cos zonas separadas,

Como expresidén zréfica mds simbélica del de-

sarrollo antero-posterior del ii.so., se ha construido-

una linea, més o menos zZigzagueante, que une los pun--—

tos medios de cada corte,

5.3.2. Pperspectiva lateral (latero-medial). Reproduce

con méxima fidelided los desplazamientos dorsi~ventra-

les del N.so. en el trayecto antero-postgrior de los -

cortes, a 1o largo de los cuatro ﬁeriodos'evolutivos -
estudiados (Figs. 15-18),

eDAD DISTANCIAS AL PLALO
HCRIZCKNTAL Ho

DIAS CCRTE 12 PRCX. ULTI:O

20i.u. | =30 P =90 B 23C p

22i.u. | 100 P -15C 2 370 R

23i.u. | -6C p -160 p 100 p

15p.p. | -40C P -30C p 100 g

DISTAKCIAS AL PLALO

FRONTAL F o

CCRTE 12 GLTING
240 P 66C P
260 p 1000 p
69 p 1410 p
5C0 P 1330 P

i.u.=intrauterino; p.p.=post-partum; PROX.=proximal.

CUADRO 3.

En este cuadro sparecen-los resultados de -—-

las distancizs del N.so., & los planos de referencia -

Ho y Fo elegldos,
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J:ual que sucede con la perspectiva porizon-

tzly, ¢l evrszo de los desplazamientos dorsi-ventralec,

ci o eurnesaristicas compuratles en los cuatro rerio-
uhe el oscuricollo estudaiados. Aqui, se mueutre el re-

corridorhc nicleo en sentido dorsi-ventral, ya que —-—
los czzpios con rolacidn al tercer ventrfculo son impo
siblegc Ce desterminar en esta perepectiva. =n generzl,-
el N.so., estd situzdo 2l comienzo por debajo de 1la ba
se del tercer ventriculo, considerando a estas distan-
cias como valores negativos. Continua descendiendo z -~
territorios mds internos para ulteriormente, iniciar -~
una rapida elevacidén hacia zonas mds dorsales. la par-
te anterior del ndclec, dsscansa sobre zonas mds media
les entre la parte intermedia no identificuble sgituada
mds internamente y la parte‘posterior (alojada en terri
torios nds elevedos.

Comparando el N.so. en los estados evoluti--
vos estudiados, se observa que en los exbriones de 20-
¥y 23 dias, este nicleo experimenta desecripciones menos
acuszdas que en los otros estadiocs. En los embriones -
de 22 dias, zunque el li.so. inicialmente estd situado-
por encime del tercer ventriculo, sufre un descenso --
conaiderable, para elevarse bruscamente hacia su zone
mds posterior. Los ejemplares post-partum de 15 dias--
presentan inicialmente un descenso mds profundo gue el
embrién de 22 diss, para luego elevarse mds suavemente
en la zona posterior.

La trayectoria de los puntos medios ce los -
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cortes sejun el eje dorsi-ventral, es una linea sinu-=-

soice,

5.3.3. Ferspectiva frontal (antero-vosterior). Propor-

cionz una visualizacidn de las desviaciones segin el -

2je zediasl-lateral en los distintps periodos evoluiivos

estudiados (Figs. 19-22),

ZDA DISTANCIAS AL PLAIC
HORIZCUTAL (Ho)

DISTANC;AS AL PLAKNO
SAGITAL

DIAS CCRTE 19 PROX. ULTIMO

j2Ci.u. —30}1 -90}1 230)1
22i.u. 100p ~150p 37qP
23i.u. -GqP —IBQP lqu

15p.p. —4Gy ~3OQP lch

CCRTZ 12 PRCX. ULTILIO

53Cp 43CP 104Cp
48qP ZBOP 700p
43QP 26CP QSQP
770p 60Cp  123Cp

i.u.:intrauterino;‘p.p.=post—partum; PRCX.=preoximal.

CUAIRQ 4.

En este cuadro, se muestran los valores de =

las distancias del N.so. & sus planos de referencia ho

rizontal y sagital, descritos anteriormente. Continuan

4o con la misma pauta dae perspectivas anteriores, se -~

observa que las desviaciones segin este eje siguen una

pauta similar en las distintas edades estudiadas. Esta

perspectiva es la que presenta menores variaciones.

S.4.1, Células aisladas. Como ya hemos mencionado ante

riormente, una caracteristica destacable de los micleos

neuronzles del N.so., es la presencia de microdreas --
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cel envincicaes lumfuicas elevudas, correspondiendo a-
lei cremeccentros, 103 culdles se distribuyen sin orden-
I ouno y ocumen drews de extensidn verisble, 4 veces,

> ~ +

SEG Lol don TS-paguelisg echm U 25 pE, 501 nu.Laerosas
y 22klon Zicrersas. Ctras veces ocupz2n drcas rds exten-—
o were en asner nidiero.

21 nucleolo aleanza extinciones luminicas -
muy'eleVQdas. o hay duda en determinar con absoluta -
nitidez su pesicidén y dimensiones. Para considerar la-
pr.sencia de un nucleolo valorado citofotometricamente
se han prefijado des pardmetros: extincidén minima de -
100 y éree minima de 2 p2. Estos pardmetros no han si-
do elegidos aleatoriamente, sino que se han comprotado
con lcs estudios de microscopiz cldsica convencional.

Las densidzdes dépticas me jor representadas -
en el nicleo, son las comprendidas entre 40 y EC.

La caracteristica citofotométrica mds desta-
cable en estas células nerviosas, es la extenss gama -
de extincicnes, pues en alzuncs casos atarcen t0dos -
los valores posibvles. Tazbien es caracteristica 1a dis
rosicién estocdstica de los nismes (Fig. 23).

Para el estudio citofotométrico neuronal rea
lizado, se nan medido las greas nucleares y nucleolares
didmetros nucleares y nucleolzres, relzcidn nicleo/nu-
cleclo e intensidades medias de los nicleos, sobre un
ndmero supzrior & 1CC neuronas elegidzs al azar, con -

el fin de determin:r sus valores mediocs 2n les distin-
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Fig. 23. Representacidn cuantitaiiva de la dissiibucidn
del contenido nuclesr de una neurona de rata de 22 i.u.
Se puede apreciar la extensa gamu de denszidades dpticas
.preeentes en el nicleo y citoplasma, asi como la dispo-

sicién desordenada de las mismes.
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tces egtzcios evolutivos.

rara deverminar si la poblacidn neuronal era
uniferee 2 lo large de toda 1l& proyeccidn del li.so, se
lLrigren seurcnzs é2 las partes anterior, media y pos_
terior w3 dicho ndcleo en cada uno de los ejenplares -
annlizados (Figs. 24-26).
5.4.1.1. Arezs nucleares. Al estudiar las neuronas ce
la parte anterior del nucleo, se comprovd la existen--
cia de una cierta dispersién en cuantc a los valores -
del drea nuclear. Para saber si se trataba de una o va
rias poblsciones celulares, se aplicaron métodos esta-
éisticos cdiscriminativos de distribucidén (curva de --~
Gauss, medias y desviacidn estandar). Con los resulta-
dos obtenicos, se comprobd la existencia de una udnica
poblacidén celular en la parte anterior del N.so. tanto
en ejenclares pre comc postrnatales ce la rata.

El mismo tratamiento estadistico fué aplica-
do a las partes intermedia y posterior ce todos los --
ejemplares estudiados, observando igualrnente la presen
cia de una dnica poblacidn celular dentro de caca zo-
na. |

Los resultados obtenidos,se ordenaron de me-
nor a mayor, con relaciédn al tamziio del Area nuclear -
de czda célula. =Zn los cuadros 5 y 6, se encuentran los
valores correspondientes a las medias aritméticas, des
viacidén estandar de la muestra y de 12 coblzcién, suma
éde valores, suma de sus cuadrzdes y el valor de la me-

Gia aritmética mas menos dos veces lz desviacidén cstan
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Fig. 24, Representacidén cuantitativa de la distribucién
dsl contenido nuclsar ds una nsufcna corragpondientc a
la 2zona anterior del N.so. de reta de 23 i.u.. Presenis
un drea nuclear de 46 u2 y dos nucleolos con dreas de

3,7 uz Y 4,25 u2 respectivamente.
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Fig. 25. Representscién cuantitativa de la cisiribueidn

dal rontenide nueclear dc una neurona correspondiente

t

la zona intermedia del N.so. de rata de 23 i.u.. Bl nd-
cleo tiene un drea de T2 ua. Existe un dnico nucleole

. . y <
con posicidén ligeramente excentrica y drea ds 2,5 u
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Figz. ?€. Representzcidn cuzntitativa de la distribucidn
del contenido nuclear de una neurons corresvondients o
la zona posterior del N.so. de rata ds 23 i.u.. N1 srca

nuclear es de 70,5 u2 ¥ el nucleolar de 2,5 u2.
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v, .
dar ce 1la poblzcidn, para determinar si todos los valo

res eniran dentro de la misma poblacién normal,

En el enmbrién de 20 dias, la parte interne--
to3¢c un drea nuclear media (54,51 2) superior a
las czries anterior (49,44 Pz) ¥ posterior (48,42}12).
La desviaeidn estandar es bastante uniforme en las tres
zonas, inaicanao yue la dispersidn de los datos es si-
milar en todas ellas.

El embrién de 22 dias, posee dresas nucleares
medias superiores a las encontradas en el de 20 dias.
Aqui se invierten los tamafios nucleares, siendo mayo--
res las partes anterior (56,36 2) ¥ posterior (56,15-
FZ) que la intermedia (52,44 p°). la dispersién de los
valores, es menor en esta dltima zona respecto a las -
otras dos, mostrando por tanto una mayor uniformidad -
en cuanto a la superficie nuclear. '

En el embrién ce 23 dias, numenta el tamafio
medio de las dreas nucleares con respecto & los ejem—-
plares mds jovenes, La zona posterior (62,46,12) alcan
za valores mayores que la intermedias (61,02 2) y esta
a su vez, mayor es que la anterior (53,03 P.). la dis-
persidén de las dreas, es menor en la parte anterior.

En los e jemplares post-partum de 15 dias, el
drea media nuclear es notablemente mayor a la que pose
en los diferentes estadios embrionarics. Similarmente-
a2 lo sucedido en el embrién de 23 dias, la zona poste—
rior (67,00 Pz) presenta un drea mayor que la zona in-

termedia (80,79,12) ¥y esta, mayor que la anterior (75,
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AREAS NUCLEARES RATAS 20 i.u. 3 |AREAS NUCLEARES RATAS 22 i.u.}

ANTERIOR INTERMEDIA POSTERIOR ANTERIOR INTERMEDIA POSTERIOR®

[

37,50 42,75 35,00 42,00 41,00 43,00 §
3 37,50 43,50 35,50 44,20 43,00 45,28

. 38,00 44,00 36,25 45,00 44,00 46,00 f

40,00 46,00 37,53 . 45,25 45,00 46,25 |
40,75 47,00 39,75 46,00 46,00 46,75
42,00 47,25 40,50 46,00 46,00 47,00
43,00 47,75 40,50 47,00 47,00 49,00
44,25 49,00 42,50 50,00 47,00 51,25
45,25 49,00 43,00 50,30 47,00 51,52
45,50 49,25 44,75 51,00 48,00 52,00
45,50 50,25 45,50 51,00 50,00 53,00
46,25 51,75 46,00 51,50 50,00 53,25
47,75 53,00 46,44 51,50 50,00 55,00
47,15 53,25 47,00 52,80 52,23 56,00
49,25 53,50 48,30 53,00 52,25 56,00
50,75 52,25 49,37 56,50 53,00 56,00
51,00 55,25 50,75 57,50 53,00 56,50
51,00 55,50 51,00 58,50 53,41 57,00
51,25 56,75 51,25 60,00 55,50 57,00
51,50 57,50 51,25 60,40 56,50 57,00
53,25 58,00 52,25 €3,00 57,00 57,00
54,00 58,00 52,135 63,60 57,00 58,00
54,75 59,75 53,00 64,50 57,50 60,00
54,75 62,50 54,25 67,00 58,00 65,00
55,50 63,75 55,42 67,00 58,50 66,00
56,75 64,50 57,00 - 68,00 59,00 67,00
6,00 64,75 57,65 68,50 59,75 68,00
6,75 65,00 58,00 69,00 60,00 69,00
1,00 66,25 59,50 70,50 62,75 71,00
631,75 66,50 60,00 70,50 64,00 73,00
4y,44 54,51 48,42 x 56,36 52,44 56,15
7.45¢ 7,25 7,84 Yn-1 9,06 6,19 8,68
7,33 7,13 7,71 Vn 8,91 6,08 8,54

1483,25 {1.635,50 |1.452,81 ] 2x 1.691,05 | 1573,38 [1.684,72

74.346,93(90.691,12{72.138,57] s,2 |97.704,03| r3.629,3596.798,58
64.34 69,03 64,10 - 74,48 64,82 73,51
34,54 39,909 32,80 x:2V1 19,24 40,06 38,79

CUAIRO 5. Areas (y?) de los nicleos neuronales de 10s ejemplares

intrauterinos de 20 y 22 dias de las zonas anterior, intermedis

¥ pesterior del nicleo supradptico, ordengdas de menor a mayor.

Tamtien se expresan la media aritmética (x), desviacidn standara
de la muestra {(V...) y de la poblacidén (V), suma de valores (£x),

sums de sus cuadrados (ixz) e intervalo de confianza (Xx:2V),



AREAS NUCLEARES RATAS 23 i.u.

ANTERIOR INTERMEDIA POSTERIOR

CAl

AREAS NUCLEARES RATAS 15 p.p.

ANTERIOR INTERMEDIA POSTERIOR

;38,00 34,75 38,70 47,23 66,00 57,00
40,00 40,00 39,00 47,25 66,00 69,00
40,00 40,50 41,00 52,25 68,00 69,25
46,50 41,00 41,50 55,50 69,50 70,00
40,70 47,00 46,50 59,25 69,75 70,00
44,00 51,50 47,50 60,80 71,50 72,00
46,00 52,00 50,50 64,75 73,75 74,00
46,00 53,75 53,00 66,00 74,50 74,50
47,00 55,25 53,50 67,00 76,00 75,50
47,00 55,75 55,25 69,00 76,00 80,75
47,25 57,50 57,00 70,50 76,25 81,00

- 48,25 57,50 58,25 73,75 76,75 81,25
49,50 58,75 58,75 75,00 76,75 81,70
51,00 58,75 60,00 75,00 77,50 82,00
52,00 59,50 62,75 76,80 79,50 82,70
52,27 59,50 63,00 79,75 79,50 84,00
53,00 62,00 65,25 80,25 81,00 84,25
53,25 62,25 65,75 80,50 81,75 91,75
53,66 62,75 66,00 80,50 83,25 93,00
55,00 64,25 67,77 80,50 84,25 94,00
57,00 65,00 70,00 81,00 87,00 95,00
59,69 67,00 70,50 81,00 87,25 96,00
60,00 70,25 75,25 82,00 87,50 98,00
62,50 72,50 76,25 88,50 89,00 99,75
63,00 74,50 77,00 91,25 90,75 103,00
64,00 75,25 - 171,00 92,25 92,00 105,00
64,25 78,00 - 80,00 96,50 93,50 108,00
65,50 82,50 83,00 97,50 93,75 110,00
71,00 85,50 86,00 100,25 97,50 114,00
72,00 86,00 88,00 103,25 98,00 115,00
53,03 61,02 62,46 X 75,83 80,79 87,00
10,24 13,28 14,16 A Unt 15,07 9,24 15,15
10,07 13,06 13,92 Tn 14,818 9,09 14,90

1.591,07 [1.830,75 {1.873,97 Tx 2.275,10 | 2.423,75 | 2.610,40

87.428,74|116.839,19122.877,96] Ex* }179.123,63)198.299,44233.795,56
73,51 87,61 90,78 itth 105,97 99,27 | 117,30
32,55 14,46 34,14 45,69 62,31 56,70

CUATRO 6. Aress (yz) de los ndcleos neuronales de los embriones

de rata de 23 dfas y ratas nacidas de 15 dfas de las zonas ante-

rior, intermediz y posterior del nicleo supraéptico, ordenadas

de menor a mayor. Tambien se expresun la media aritmética (I),
desviacidn standard de la muestra (Vi) ¥ de la poblacién (V),

suma de valores (£x), suma de sus cuadrados (Exz) e intervalo de

confianza (Xx:27v).
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&3 f?). Lo dispersidn de los datos es nmencr en lu zonz
interredia.

Healizado este estudio, se guiso comprobar -
rzlisnie un andlisis de varianza, gi existia alguna éi
ferencia significutiva entre las tres zonas descritas-
en cada uno de los individuos estudiados.

Zn el cuadro 7, se encuentran reflejados los
resultados obtenicos tras haber eplicado dicho andli--
" sis,

Para todos los casos, se comparan las zonas-—
anterior, intermedia y posterior para determinar si se
trata de tres poblacliones iguales o diferentes, Es de-
clr, se quiere saber, 9i las dimensiones nucleares or-
denadas por tamafios, son de la misma o de distinta ca-
tegoria. Para aplicar el andlisis de varienza, se han-
hallado los valores correspondientes a la dispersidn,
grados de libertad y varianza de las medilss, de los in
tergrupos, intragrupos, residual y total, para poder -
caleular la "F" de Sneider que al ser comvrobaca con -
1as tablaes de Fisher, permitird averiguar con un i{ndi-
ce de confianza de un 95%, si las poblzacicnes celula--
res comperadas son lgusles o diferentes.

El entrién de 2C dias, presenta una F de Sneji
der (Fc) de 18,2b, valor superior al encontrado en las
tablas ue 3,23 , lo cual significa la existencia de --
tres potlaciones nucleares distintas (por columnas). -
Con relacidn a las clases de dreas (por filas), se ob-

tiene ung F ce Sneider (Pr) de 6,08 , superior a 1,51



G. L.

AREAS NUCLEARES RATAS 20 i.u.

ANTERIOR AREAS NUCLEARES RATAS 22 }.u.
INTERMEDTA
POSTERIOR 638,67 2 319,13 18,98 339,38 2 169,69 39,55
LASES DE
gnzas 3949,50 29 13,6 a,o08 5685,71 29 196,05 45,69
RESIDUAL 876 58 16,82 249,20 58 4,29
TOTAL 5563,72 89 62,51 5934,91 89 66,68
AREAS NUCLEARES RATAS 23 t. AREAS NUCLEARES RATAS 15 p.p.
ANTERIOR
INTERMEDIA 1548,29 2 774,14 6,57 1881,78 2 940,89 37,92
POSTERIOR
CLASES DE '
AREAS 7155,52 29 246,94 2,09 14.936,24 | 29 515,04 69,28
RESIDUAL 6826,32 58 117,69 787,99 58 13,58
TOTAL 15.530,33 89 174,49 611.218,6 | 89 6867,62 .

CUADRO 7. andlisis de varianza de las dreas nuclezres de reuronsis pertenc-

cientes a las tres zonas del li.so, en log cuatro periodos evolutivos elegi

dos. 3.S.=suma de la dispersidn de los valores; G.L.=grados de libertad; -

=yorisnza; P="P* de Sneidcr,
]

b
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ue s o1 valor 1nallado en las tablas, Esto quiere de-
cir, que se trata de roblaciones con categorics de ta-
maiio difrrentes.

%n-el ermbriod de 22 dias, se muestra una Fc

[PX)

de 3¢,.5 , superior a la encontrada en las taklsas de -
3,23 ¥y une Fr de 45,69 tazbien superior a 1,51. Estos
vzlores indicen que existen grandes diferencias tanto
a nivel ce las distintas zonas ocupauas por poblacio--
nes nucleares coco entre las categorias de tamafio.

En el embrién de 23 dias, se obtiene una F,
de €,57 y una Fr de 2409 , superiores smbas a las de -
las tablas, lo cual significa que a pesar de ser dis--
tintas poblaciones y con categorias de tamafios diferen
tes, no tiene una variacién tan grande como los embrip
nes de 20 y 22 dias.

El nacido de 15 dias, muestra una F_ de 37,92
y una Fr de 69,28 , valores ambos tambien superiores a
loe de las tablas, 1o gque significa que hay grandes di
ferencias entre las poblacicnes y entre las categorias
de tamaiios.

Asi pues, el andlisis de varianza aplicado,-
demuestra que existen tres poblaciones nucleares dife-
rentes {(correspondientes a las zonas anterior, inter—-
media y posterior) en cuanto a tamafios en los distin--
tos periodos evolutivos analizados.

Para determinar estadisticamente si existen-
diferencias significativas entre las dreas nucleares -

de unz misma zona para los disgtintos periosus evoluti-



AREAS NUCLEARES RATAS 20, 22, 23 1.u. y 15 p.p.
sSc Ve G.L. sst vt G.L. F
ANTERIOR 12506.99 4168.93 3 25837.85 217.12 "9 19.20
INTERMEDIA 15076.12 5025.37 ‘ 3| 2527842 212.39 ng 23.66
POSTERIOR 250%1.68 8350.56 3 ¢1499.3¢ 348.713 13 23.9¢

Cuadro 6. Andlisis de varianza de las 4reas nucleares de neuronas pertenecientes
a las zonas anteriores del N.so. de todos los periodos evolutivos estudiados, a
las zonas intermediaa ¥ a las zonas posteriores de los mismos periodos evoluti-
vos estudiados. SScsdispersién de los datos debida a lea medias de las columnas;
Vc=v'ariunz.a. debida sl efecto de las columnes. G.L.=zgrados de libertad; SSt=dis-

persién total de los datos; Vtsvarianza total.

b



vos & 212 rete estudisdos, se arlied 2l andlisis de vs

ri.nsa sure las zonas anteriores, internecias y poste-

vicrez, Les velores cbtenidos quedan reflejacos en el-
civip U, Lz zorna anterior, muestra unz T Ge Snaider -

.

¢ 1¢,20 volor significativazente supericr al ercontra

=3 tablas, siendo este de 2,76 lo cusl impliea,

[

[}

o}

)

n
sue laos drees nucleares de las zonas anteriorus de los
enbriones de rata de 2C, 22 y 23 aiss y de la rata na-~
cida de 15 dias son diferentes, sienco gor tento cuatro
poblaciones nucleares de tamafios distintos, una para -
cada estado ewolutivo.

La zona intermedia, tiene una F de Sneider -
de 23,66 cifra superior a la hallada en las tablas de-
2,76. Zstos datos demuestran gue ias dreas nucleares -
de las zonas intermeaias de los diferentes periodos --
evolutivos de las ratas estudiadas son tambien distin-
tas,

La zona posterior, presenta una F de Sneider
de 23,94 , cifra significativamente superior al 2,76 -
que muestran las tablas de Fisher. Estcs resultados in
dican la existencia de cuatro goblaciones con Areas nu
cleares distintes, correspondiendo cada una a los esta
dios analizados. .
5.4.1.2. Didmetros nucleares. Para determinar si habia
diferencia en cuanto a la fcrma nuclear, en las tres -
zonas estudiacas pura cada pericdo, tactien se utilizé
el andlisis de variasnza. Se midieron 1oé dos dismetros

menor y rayor del nucleo ce c=da célula y s¢ obtuvo la



RAZOUV DIANMETROS NUCLEARES
RATAS 20 i.u. '

a

RAZON DIANMETROS NUCLEARES
RATAS 22 i.u.

ANTERIOR INTERMEDIA POSTERIOIJ ANTERIOR INTERMEDIA pos’rERIOR!
. D,88 0,89 0,75 . 0,83 0,68 0,83
* 08,65 0.76 1,00 0,83 1,00 1,00
- 0,8t 0,87 0,73 0,84 0,79 0,74
.0,70 1,00 .0,92 0,64 0,94 0,84
0,74 - 1,00  -0,81 o 1,00 0,74 0,84
0,75 0,86 0,81 0,88 0,68 0,84
0,80 0,87 0,93 1,00 0,94 1,00
0,82 0,87 1,00 1,00 0,91 1,00
0,82 0,70 0,87 1,00 0,80 1,00
0,65 0,93 1,00 0,94 0,89 1,00
1,00 0,75 0,89 1,00 0,82 0,94
0,74 0,67 0,76 0,80 0,83 0,94
0,79 0,68 1,00 0,82 0,75 0,93
0,93 0,85 0,83 0,82 0,72 0,93
0,87 0,87 0,88 0,78 1,00 0,88
0,87 0,72 0,79 0,089 0,79 0,70
1,00 0,84 0,90 0,94 c.,88 0,66
0,67 0,59 0,93 0,79 0,88 0,70
0,84 0,68 0,78 0,82 0,88 0,66
0,66 0,83 0,87 0,84 0,94 0,71
0,94 1,00 0,96 0,89 0,94 0,69
0,94 0,65 1,00 0,94 0,74 0,89
0,87 0,89 0,93 0,94 0,81 0,83
0,89 0,59 0,90 - 0,84~ 0,83 - 0,76
0,94 0,87 1,00 0,89 0.84 0,88
0,93 0,65 0.79 1,00 0,93 . 0,88
0,79 1,00 0,88 0,94 0.76 o,87
0,81 0,93 0,86 0,78 0,94 0,76
0,93 0,78 0,95 0,72 1,00 0,76
0,94 0,79 0,93 0,94 1,00 0,89
0,83 0,81 0,88 R 0,87 0,85 0,84
0,10 0,12 0,08 Tn-s 0,09 0,097 0,16
0,10 0,12 " 0,08 Un 0,09 0,095 0,10
24,97 24,33 26,65 TX 26,34 25,66 25,35
21,09 20,19 . 23,87 £t 26,32 22,22 21,76
1,03 1,05 1,04 }itzv{ 1,05 1,04 1,04
0,63 0,57 0,72 0,69 0,56 0,64

CﬁADRO 9. Muestra la razdédn de los didmeiros menor y mayor de 1los

ndcleos neurcnales de los embriones de rata de 20 y 22 dfas de

las zonas anterior, intermedia y pdsterior del micleo supradptico

ordenadas de menor a mayor. Tambien se expresan la media aritmé-
tica (X), desviacidn standard de la muestra (¥a.) y de la pobla-

2
cién (v), suma de valores (£x), suma de sus cuadrados (sx") e

intervalo de confianza (x:2V),
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RAZOCN DIAMETROS . NUCLEARES
PATAS 23 i.u.

ANTERIOR INTERMEDIA POSTERIOR

9h

RAZON DIAMETROS NUCLEARES
RATAS 15 p.p.

ANTERIOR INTER'EDIA POSTERIOR'

1,0¢ 0,89 0,65 0,96 0,90 0,92
0,87 0,95 0,85 0,95 1,00 1,00
1,0¢ 0,80 0,75 0,75 1,00 0,81
a,7¢ 9,90 0,90 0,90 1,00 0,80
0,75 0,75 0,75 0,70 0,90 0,92
0,87 1,00 1,00 0,86 0,90 0,86
0,82 0,95 0,70 0,90 0,68 1,00
0,97 0,90 1,00 0,90 1,00 1,00
0,87 0,80 0,70 0,75 0,68 1,00
1,0¢ 0,9% 0,90 0,70 1,00 0,90
0,7: 0,95 0,75 0,80 0,86 1,00
0,94 0,80 0,80 0,55 1,00 0,92
0,8¢ 0,80 0,80 1,00 0,95 1,00
0,77 0,80 0,90 0,75 1,00 1,00
0,88 0,75 0,70 1,00 0,85 0,80
1,0¢ 0,90 0,80 0,80 1,00 0,80

0,72 0,90 0,74 0,76 1,00 0,83
t,0C 0,75 0,60 1,00 0,90 0,90
0,7°¢ 1,00 0,90 0,90 0,86 0,87
1,0¢ 1,00 0,75 1,00 0,90 0,90
0,8¢ 1,00 1,00 1,00 0,84 0,90
0,94 1,00 0,80 0,86 0,85 1,90
0,84 1,00 0,90 0,72 1,00 1,00
1,0¢ 0,80 0,75 1,00 0,88 0,90
0,9¢C 0,80 1,00 -~ 0,87 " - 0,90 - 0,80
0,94 0,80 1,00 0,85 0,90 0,90
0,8¢ 1,00 0,70 1,00 1,00 0,90
0,8" 0,85 " 1,00 1,00 0,86 0,90
1,0¢ 0,75 0,70 0,90 0,85 1,00
0,9¢ 0,90 0,80 1,00 1,00 1,00
0,8¢ 0,88 0,81 ' 0,87 0,91 0,91

0,09 0,09 0,11 s 0,12 0,08 0,07

0,09 0,08 0,11 T 0,11 0,08 0,07
26,6¢€ 26,44 24,59 X 26,13 27,53 27,53
23,94 23,54 20,56 Ext 23,17 25,46 25,42
1,0€ 1,06 1,03 }g:zv{ 1,11 1,07 1,05
0,7¢ 0,70 - 0,59 0,63 0,75 0,77

CUADRO 10.Muestra la rzzén de los diZmetros menor y payor de los

micleos neuronales de los embriones de rata de 23 dfas y ratas

nacidis de 15 df{as de l1as zonas anterior, intermedia y posterior

del nicleo supradptico ordenadzs de menor a mayor. Tambien se

expresan la media aritmética (X), desviacién standard de la mues-

tra (%) y de la poblacién (V), suma de valores (:x), suma de sus

cuadridos (sz) e intervalo de confianza (x:27).
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relacién suire ambos. £stos valores ezidn expucstos en
les cuuacros 9 y 1C. Sotrre ellos, se han efectusdo los-
nizros ¢fleulos esfauisticos 52 descritos antcriormen-
te {Cuscro 11).

n el enbridn Ge 2C dias, ls Fc es 39,C0 va-
lor sugerior al encontrado en las tablas de 3,15 , lo-
que siznifica que los ndcleos de las poblaciones neuro
nales pertenecientes a las zonas anterior, intermedia-
¥ posterior presenten formas diferentes.

El embrién de 22 dias, tiene una Fc te 1,39
valor inferior al encontraco en las tablas de 3,15, lo
que indica que los nicleos de las poblaciones neurona-~
les de las tres zonmas presentan formas similares,

El embrién de 23 dias, tiene una Fc de 3,89
cifra ligeremente superior a la de lus tablas de 3,15
mostrando que los nicleos de las pobiadioheé'neurbnales‘
tienen formas diferentes.,

les ratas-post-partum de 15 dias, muestran -
una Fc de 1,66 , valor inferior al de las tables de 3,
15, expresanco que las formas nuclezares de las neurJL~
nas pertenecientes a las tres zonas son iguales,

Comparando-los valores obtenidos para cada =-
dia estudiado, se observa que los nicleos de las célu-
las correspondientes a las ratas nacidas de 15 dias, -
son los mds esféricos y muy similares entre si en las-
tres zonas, mientras que los embriones de 20 dias rre-
sentan mayores diferencias en cuénto a la forma del nd

cleo al comparar las zonus anterior, intermedia y pos-



¢

.S, G.L.] Vv F l s.8. IG.L. v F
RAZON
DIAILTROS
) EMBRIONES RATAS EMBRIONES RATAS
NUCLEATES
20 DIAS 22 DIAS
ANTERIOR
INTERMEDTA 0,94 2 lo,47 39 0,02 2 0,01} 1,29
POSTERIOR
TOTAL 1,06 89 lo,01 0,88 89 jo,00¢9
EMBRIONES RATAS RATAS NACIDAS
23 pias 15 DIAS
ANTERIOR )
INTERMEDTA 0,08 2 {o,04 | 3,89} Jo,03 2 Jo,015] 1,66
POSTERIOR
TOTAL 0,98 89 10,01 0,81 89 lo,009

CUADIC 11. Andlisis de varianza de las razones de los difdmetios

menor y meyor de los nucleos neuronales pertenccientes a

1ns

nas anterior, intermedia y posterior del K,.so. en los cuatro

29

re

riodes evolutivos estudiados. S.S.=suma2 de 1a dispersidn d2 los

valoreg; G.l.=grados de livertad; V=varianza; F="F" Je Sneiscr,
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3¢ quiso comprobar matendticamente si exig--

ten Gifzroncinz significativas en cuunto a las formas-

ruel.zrzs entre lag zonzs anterior:zs ds los periodos -
evolutivos estucizdos, entre las 2zonss intermedias y -
entre las zcnas posteriores. (Cuadro 12), Yediante la --
utilizzcidn del andlisis de varianza, se obtienc una F
de Sneider pura la zona anterior de 4,3 , valor suge-
rior al encontrado en las tablas de 2,76. Esto signifj
ca que las formas de los nucleos de las zonas anterlo-
res para los embriones de rata de 20, 22 y 23 dias y -
nacidos de 15 dizs son distintus,

La zona intermedia, tiene una F de Sneider -
de 5 , cifra superior a la de las tablas de 2,76. Los-
valores obtenidos 1mp11can que las zonas intermedias de
cada periodo evolutivo de la rata ébtudladés, tienen -
formas nucleares diferentes,

La zona posterior refleja una F de Sneider =~
de 5 , valor mis alto que el 2,76 correspondiente & --
las tablas. Considerando estos resultados, se encuentra
la exlstencia de poblaciones neuronales con formas dig
tintas segin se évanza en los diferentes periodos del-
desarrollo de la rata. —_

Pars realizar el estudid de los nucleolos, =
Be procedid a determinar su srea, didmetro y posicién-
ocupada dentro del nuicleo. Al procesar los datos halla
dos, se ha visto que no existen diferencias notables -

respecto a ninguno de los tres pardmetros mencionados,.



a3

RAZCN DIANETROS NUCLEARES RATAS 20, 22, 23 i.u. y 15 p.p.

SSc Ve GL. $Sr w G.L. F

ANTERIOR 0.04 0.13 3 4.2 0.03 1"y 4.3
INTERMEDIA| 047 0.05 3 1.35 0.01 19 5
POSTERIOR 0.6 0.05 3 1.27 o.m LLE] 5

Cuadro 12. Andlisis de varianza de las razones de los didmetros
‘meror y mayor de los nicleos neuronsles pertenecientes a las zo
nas anteriores del N.so. de todos los periodos evolutivos anzlji
zados, 2 las zonas intermedias—y a las posteriores de los nis-

mos periodos evolutivos analizados. SSc=dispersién de los datos
debido 2 las medias de las columnzs; Vc=varianza detica sl efec
to de las colunnas; G.L.=grades dc libertad; 33

t:dispersién t0-

tal de los datos; V,=vzrianza total.




en los daistintos periocos evolutivos de la rata.

_El1 drea media nucleolar es de unas 4 F en -
toios los cusos y el didmetro medio de 2,5 P (Koep, -
7).

del nidcleo es algo excéntrice y por lo general su exis

2 rosicidn que ocupa el nucleclo en el interior-

Ll

tencia es udrnica para cada célula. En algunos casos apa
recen Gos nucleolos siendo esto mds frecuente en los -
embriones que en los nacldos,

5.4.2. Agrupaciones celulares,

5.4.2.1, Histogremas. Kediante la aplicacién de los mé
todos de rastreo automatizado, aplicados al estudio de
campos microscépﬁcos, se ha realizado un estudio cuan-
titativo sobre los cortes seriados de las zonas hipota
14micas en las que se encuentra ubicado el N.so. en -~
los estadios del desarrollo embrionario de 20, 22 y 23
dias y de los ejemplares poat-partum de 15 dias. Con -
el programa DATPLAN, se obtuvieron los mapas de distri
bucidn de densidades. celulsres del territorio destina-
do a este estudio (Figs.27 -30). Los mapas muestran c¢
mo se agrupan las células para formar los nidcleos hipo
taldmicos, destacdndose del conjunto el N.so. En dicho
ndcleo se pueden apreciar las zonas ocupadas por sus—-
tancia blance y sustancia gris ya que como mencionamos
anteriorxzente, los mapas son selectivos y en ellos la-
sustancia blanca estd repreéentada por dreas vacias, -
Se delimitdé el nucleo supradptico y se hizo un recuen-
to de las cuadriculas llenas y de las vacias obtenién-

dose as{ la extensién de las sustancias gris y blanca
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lo cunl ros rermitid confeccionsr los hisicaromas cor-
rezrosuientes de todos los ejemplares elegidos., tn los
rilteorasus se he tomado en ordenadas, el ndmero de --
cocdrfesiss contadas ¥ en abecisas, la distancia en nmi-
crss al tlsno frontal Fo o vertical {donde 1la comisura
anterior estd nds desarroclleda). rPara payor simplici--
dai de la revresentacidén, no se han dibujado todos los
cortes, sino que éatcs se han egrupado de cuzatrpo en --
cuatro, considerando como una vnica distancia al plarc
Fo' la distancia media del grupo de los cuairo cortes.
Para cada grupo se ha repregentado en ordenacas, el nd
mero de cuadricules ocupadas por la sustancia gris, --
las ocupadas por la sustancia blanca y el total de am-
bas.

En 1a parte superior del histograma, se mues
tran las figuras obteni&as;é vartir de 1las micrcfotogrz
fizs del N.so., colocacdas a intervslos de 40 P con el-
fin de que el orden secuencial munienga la relacidén cc
rrespondiente con el histograma. las coluunas rayadas-
representan cuadriculas itotales, las oscurss cuadricu-
les llenas y las claras cuadriculas vacias.

A traves del estudio de los histogramas obte
nidos para cada estadfo del desarrollo de la rata, se-
otserva que la zona anterior presenta un mimero de cua
driculas pequefio, aumentando progresivamente s medidi-
que se avenza en sentido rostro-caudal, pars sufrir --
una posterior disminucién en 1a zona posterior, deter-

minando la existencia de itres zonas distintes dencmina
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Gas unterior, intermedia y posterior. zn todos los ca-
s05 21 ndtero de cuadrfeulas llencs supera al de 1sg =
vaci~s, existiendo una proporcidn muy alta de 1z sus—-
tancis yris frente a ls susiancia blanca.

los embriones de 20 dias, muestran un histo-
gramz (Fiz. 31) donde se visualiza la zona anterior —-
que comprende unz longitud de 80 Py en les que el nums
ro de cuadriculas llenas duplica al de las vacias., la-
zona intermedia, tiene una extensién de 240 P‘ con un-
nimero total de cuadricules muy superior al de la zona
anterior, siendo las llenas bastante mds numerosas que
las vacias, La zone posterior presenta una longitud de
100 P” siendo el numero total de cuadriculas inferior-
a la zona media pero superior a la anterior. Tambien -
aqui, las cuadriculas llengs superan a las vacias, La-
extensidén total del micleoc es de 420);; - —

Los embriones de 22 dias, presentan un histpo
grams méds uniforme en conjunto (Fig.32). Ccupa una ex~
tensidn total de 720 P dé las cuales 160 pertenecen a
la zona anterior, 320 a la media y 24C a la posterior.
Se observa que el tamaiio de las columnas no sufre va--
riacicnes bruscas a lo largo de las tres zonas estudia
das, .Las cuadriculas llenas aﬁperan en mucho a las va~
cias.

- Los embriones de 23 dias, muestran un histo-
grama (Fig.33) donde se registra que la extensién del-
nicleoc es de 720 P La zona anterior ocupa 2CO P la -~

zona intermedia 320 Py la posterior 2CC y. la parte -
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antorior, sufr2 un aumento consideratle y prosresive -

del ndnmero de cuzdriculas para aleasnzar el mdximo en -

1res 4 108 d2 1a conz anterior.

Los ejemplares p.p. de 15 dias, muestran un-
hiztosrama (Fig.24) de mayor extensidn jue los descri-
tos para los embricnes. Ccupz un total de S&0 P de las
cuales 320 P pertenecen 2 la zona anterior, 48C pa la
intermadia y 160 P.a 1a posterior. En cuanto 21 niémero
de cuadriculas, no hay grandes varizciones en las tres
zZonas.
5.4.2.2, Valoruciones totales del niclec supredptico.-
Con los datos obtenidos para cada.zona y pares cadi «--
e jemplar estudiado, se ha valorzdo el éreas, volumen, -
nimero de célulaes y su distribucidén (Cuedro 13). =

En los embriones de rata de 2C dfas, existe-
una gran diferencia entre las zonas anterior, interme-
dia y posterior. La zona intermediz es mucho mayor que
las otras dos zonas, tripliczndo el ndmerc d: cortes -
correspondientes respecto a la zona snterior y dupli--
cando los obtenidos para la zonz posterior. Con respec
tc al volumen, calculado en micras cubicns, el valor -
encontrado en la zonz intermedia es casl diez veces su
perior al de lz zona anterior y unas cuatro veces mi--
yer al de la zona posterior, teniendo el ll.so. un volu
men total de 13,374.72C PB. El ndmero de célulzs es pe

quefio en la zonz: znterior, siendo estc «e 99C, cumen-—-—
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ta muci:isino en lu zZona intermeuis, puz.nco u ser de -
12,10 poirs disvinulr ae nueve en lz zong vootcorier -

2.€CE, viler supesricr al encontrodo en la zZon: unt i=—-

3

1 volumnen totel del N.so. se han nhallado -

{

lz3 voil.iénes ocupn.dos por cada zona y dentro de caaa
zona s¢ ooticne cue tanto por ciento de ese velumsn cc
rresgonae a areas ocupzaas por c¢élulas y que tunto por
ciento corresponde a dreas ocupadas por substuncia ---
blanca principalmente. Los datos obtenidos de las tres
zonas indican que un porcentaje muy elevado del volu--—
men parcial de cada zona, corresponde a la sustancia -
gris. La zona intermedia es muy superior en estos valo
res a las zones anterior y posterior. Otro dato anali-
zado, ha sido la densidad celular, que indicz cémo es-
t4n de agrupadas las células. Se obtiene a través del-
cociente entre el nimero de células y el nimero de cua
driculas llenas. la zona posterior muestra la densicud
celular m<s elevads, seguida de la intermediz y por di
timo de la anterior.

En los embriones de rata de 22 d{as, existe-
una clara diferencia entre las zonzs anterior, interme
dia y posterior. 1a zona anterior es la mds pequefia te
niendo unz extensidn en sentido rostro-czud:l de 160}1.
La zona intermedia tiene el aoble de este valor y la -
zona posterior disminuye a 24C p. La extensidén total -
del nucleo es de 72C‘P' 21 volumen de la zona anterior

es mds pequeiio que el de la zona posterior y 2 su vez-
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este mas pequeﬁo que el de la zona intermedia, pero -~
conparando estos volumenes con el numero de cortes ocu
pudos por cadu zona, se obtiene gue 1la zons anterior -
rresenta un drea meyor que la zona posterior, siendo -
la seccidn del ndcleo en los cortes mayor con respecto
2zl eje dersi-ventral, al latero-medial o a ambos, E1 -
nizero de células es menor en la zona anterior, segui-
do de la posterior y de la intermedia, cuyo valor tri-
plica al de la zonz anterior y duplica al de la poste-
rior. En total el l.so. en esta fase tiene 36.910 célu
las.

Del volumen ocupado por cada zona al hallar-
la proporcién de esas cifras que corresponde a gustan-
cia gris y sustancia blance se observa que en todos -~
l6s cases, la sustancia_gg&p, supera con mucho a la --
blanca habiendo una menor diferencia_;ntre estos-aos -
datos en la zona anterior siendo por tanto esta zona -
la mds clara, segulda de las 2onas intermedia y poste-
rior. 1a densidad celular es mayor en la zona posterior.

En los embriones de rata de 23 dias, al ana-

~lizar las extensiones ocupadas por las tres zonzs del-
N.so. en sentido rostro-caudal, se comprueba gue las -
zonas anterior y posterior son iguales, alcanzando ca-
da una un valor de 200 Mo mientras la zona intermedia-
se extiende s 32C P“ El volumen de estes zonas, no ---
guarda la misma proporcidn ya que el de la zona poste-
rior es doble que el de 1a zonz antericr; esto indica-

que el drea ae los cortes gque formzn la zona posterior,



¢l dreu de log corizs d2 lt zona an

({8}

€8 Lucho nE o
tericor. =Z1 volwasn de 1la zonz intermedi:, es baotunte-
nayor gue 21 de la zona posterior.

21 nfimero de células existentes en cazda zona
arroji un valor total de 38.59C, perteneciendo 25.248
& la zenz intermedis, valor nuy superior al enconirzdo
en l: zonz peoaterior de S.62 y en 1z zona anterior de
3.7C4.

La proporcién ds sustancia gris y sustancia-
bklanca es superior en la zonz intermedia, posterior y-
por udltimo z2nterior. La densidzd celular es superior -
en la zona intermediz que en las otras dos.

iZn los ejemnplares de rata p.p. de 15 dias, -
la extensidén rostro-caudal ocupada por las zonas ante-
rior, intermedia y posterior, es bastante notori: para
este periodo de la evolucién. La zona intermedia, es -
la mds grande ocupando 480 p, la zona anterior ocupa -
320 py la posterior 160 p. £1 volumen del nicleo es -
superior en la zona intermedia respectec a la anterior-
¥y a la posterior; asi como el numero de células exis--
tentes en cada zona, siendo el numero total de células
para este estadio de 34.091. La proporcidn de sustan--
cia gris,; es superior a la de la sustancia blanca en -
las tres zonzs, siendo ambos valores m2yoras en 1la zo-
na intermedia que en la anterior y a su vez que la pos
terior. la densidad celular no mentiene esta mism2 pro
porcién, obteniendose valores superiores en la zon2 in

termedis y posterior respecto a la anterior.
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&1 Cuasdro 14 muestra los valores encontrauos
rora el ll.oo. en su globalided, para los embriones de-
rate de 2C, 22 y 23 dias y pera los ejemplares p.,p. de
15 - aizas, 1a extensidén en sentido rostro-caudal del —--
lH.c0., €5 superior en los ejemplares p.r. que en los -
embricnes. E1l volumen aumenta con la edad del embridn,
pare disminuir en los ejemplares p.p.. £l numero de cé
lulas, aumenta considerablemente del estado embriona--
rio de 20 dias al de 22 dias para mantenerse constante
hasta el nacimiento y volver a disminuir.

La proporcidén de sustencia gris es muy supe-
rior a la de la sustancia blanca para todos los esta--
dios elegidos. La densidad celular, es mayor en los --

ejemplares p.p. que en los embriones.

STt

- - -



e

RATAS RATAS RATAS RATAS
20 4.9, 22 "1 23 1.%. IS p.p;
L
i
CORTES 42 72 72 96
VOLUMEN
3 13,374,720 27.993.600 30.045.600 25.599.000
{a=)
i 16.508 38.910 38.590 34.091 + SD
CELULAS i i i . &
$ SUSTANCIA :
GRIS 83,56 88,20 81,50 83,28
% SUSTANCIA ¢ il
R 16,44 1,80 18,50 16,72
DENSIDAD
4,66 $,05 5.00 5,49
CELULAR

Cuedro 14, Vzlores totales ob

los exrbriones de retas de 20, <2 7 23 dim

tenicdos pa

de 15 dias. SD = supradptico difuso.
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Eele DLFCICELA Dl BHCLEC SUPRACPTICO.
51 N.s0., debido a su privilegiada posicidn-

tegoyraiica y su doble caracter neuronal y rormonoglan

En el presente trabajo, he sido especialmen-
te estudiada su topologia en distintas fases del desa-
rrollo de la rata, midiendo distancias a los plancs de
referencia seleccionados y dibujando el perfil del con
torno nuclear., No conocemos la existencia de un estu--
dio exhaustivo sobre el desarrollo cuantitativo tridi-
mensional de agrupaciones neuronales en el hivotdlamo
de mamiferos, si bien ha gido evidente el interes que-
ha despertado este tema (Coggeshall, €4; Ifft,‘65; iie-
Allister,'77; Altmen,'78) bajo otros aspectos. E1 l.so.
nos ha ofrecido la gran ventaja de ser facilmente reco
nocible y estar univocarmente situzdo en el hipotdlarzc.
6.1l.1. zmbriones de 20 dius.

bEn este periodo evolutivo de la rata, el Li.so
estd perfectamente delimitado vuesto que en el aia 16
de la gestacidn ya estd definido. Ia parte anterior es
sin duda la zona docnde se presentan mds dificultziss -
para el reconocimiento de los limites, al estar forma-
da por un grupo de células alge dispersas. Una vez de-

terminado el comienzo rostral del nicleo, no presentéd-
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dificultad sl establecer su disgeosicién y situncidn

~
o

lativa ros;.cecto a otras estructuras aiencefdélicas. La-
secucncia del micleo en sentido rostro cesucul, hu per-
rnitide coi rouvar gue su comienzo rostral estd colindan
te con ¢l guiasma épticc, adquiriendo una m2yor densi-~
dzd reurcr.2l en la parte intermedia del nicleo, mien--
tras descansa sokre la cintilla éptica y se aleja en =
sentiao luteral. Tamxbien se han controlado las varia--
ciones touoldgicas que han tenido lugar en sentido dor

si-ventral, sometidas en cada caso a pequeiias fluctua-

ciones. la parte posterior, se desvia intensamente ha=-

cia dreas mds dorsales al mismo tiempo que las fibras-
de la cintilla éptica se ihterponen entre la masa del-
nicleo quedando este dltimo dividido en dos ramas, una

ventral y otra dorsal a la cintilla {éptica, relativa--

mente pequeiias y desiguéiggz mestrando la parte véntral

tamafios superiores a la dorsal.
6.1.2. combriones de 22 dias.

' Las cafacteristicas togogréficas'encontradas
-para este estacio, son parecicas a las descritas para
los embriones ae 2C dias, La diferencia xds relevante,
es el saumento muy considerable de tamaiio que se obser-
va en los embricnes de 22 dias. _

Con respecto al eje dorsi-ventral, las varia

ciones ocurridas tambien son mayores ya que tanto el -
extremo pcsterior de la parte intermnedia como la parte

posterior del nicleoc, realizan una elevacidén nuy brus-

———————




Che Ul aB0,s Poesulta mejor deliuitzde gor le gporicidn

de ungoensuala @iin) (Fis.4b) que; suglin estudios raou-
iizgiome par »iauelio ('¢C), correspcnde a2 elementos as
crov L3 con el cucrpo o prolongzcicnes ubiczdos en

1o gustancia fundamental vecina,
€elele ~mbriones de 23 dias.

-n egta faze, no s= aprecizn cambios brusces
en la topologia del ndcleo, pero si en czmbio en cuan-
to a transformaciones celulares que van surgiendo en -
los cuerpos neuronales. Z1 N.so., ocupz las mismas po-
siciones que en los dos periodos anteriormente reseiia-
dos, aunque se extiende de modo mucho mds amplio en --
sentido latero-mediel. E1 ndcleo se presenta rodezdo -
por elementos gliales a la vez que se observa una gran
vascularizacidn pudiendo ser a veces otssrvadas venss
que atraviesan el ndcleo. Ctra caracteristica es la --
fuerte desviacidén del eje mayor de los cortes del ni--
cleo en su zona intermedia, desplazdndose huacia arriba
por su extremo laterz) hastza formar un dnzulo de 45 -
con la horizontal.
€.1.4. Ratas nacidas de 15 dias.

Es evidente la aparicidn de modificaciones es
tructurales, E1 lecho de sustancia blanca en el que va
incluido el li.so., alcanza un mayor assarrollo (Fiz ¢).
La zona anterior es muy compacta y el conjunto de toda
la extensidén bien delimitada del nidcleo ocupa un espa-

cio mds reducido que en los embriones de 23 dias, debi



131 misreeién dispersa, hacia la sustoncin tlonca

de neuronzs gue constituyen, en la-pzrte interiedia y

il

‘e,

isi pues, les caracteristicazs topolégicas del

vcoicrior, un verdadero ndcleo supradovtico difuso., --

.50, en los cuatro estcaios evolutivos estudi:ndos rue

den rcesunirse del siguiente modo:

1)

2)

3)

4)

5)

21 ndmcero e cortes seriados jue lo atraviesan au

menta con la edad de los ejemplares en via de cre

cimiento.

Entre los dias 20 y 22 del embridn, el N.so. expe

rimenta el desarrollo més brusco, continuando lue

go de forma menos intensa hasta 15 dias despues -

del nacimiento.

La extensidén en sentido latero-medial alcanza un

méximo en el dia 22"§+§3 intrauterino para llego

disminuir en periodos evolutivos ulteriores.

A partir del dia 22, la delimitecidn del

eSO, &8

expensas de células astrocitarias va siendco cada

vez mids evidente.

En el dia 23 del embridn es ya muy notoria la abun

dante vascularizacidén del N.so.. Tambien
tiva la intensa cesviacidn del eje mayor
cortes frentales del nidcleo, que pesa de
tal a unos 452 de oblicuidad en la parte

dia del mismo, antes dc dividirse en dos

es llama
ae los =~
horizon-
interne-

porciones

supra e infrafascicular con respecto a la cintilla

éptice.

et et e e e — . . St



£)- Zn el diz 1% del periodo rpost-natnl, w=urenta 1o -
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cantidad de sustancia blanca y se aprecia con -~

p-4

- presencia de un i.s50. difuso.

03 ejemplares estusizdos, el [l.so., es a

~
(&)
o
e
jt

su comienzo reostral, adyacente a la parte laterzal
d=1 guizena dptico, la parte intermediza discurre
goore 1z cintilla dptica y la porcidn final es di
vidida en dos zonas dorsal y ventral a la cinti--
lla éptica, siendo la ventral de mayor tamzilo que
la dorsal.

6.2. RECCNSTRUCCICN TRIDIIENSICNAL Y EJES DE PROYZCCICK.

6.2.1. Distancias al plano sagital.

Si se analizan comparativamente las distan--
cias que existen entre los puntos mds cercznos de los
primeros y Wltimos cortes del N.so. con relacidén al pla
no sagital en los tres ésggilares intrauterinos y los-
post-nztales, se comprueba que no huy relacidn entre -
la edad del individuo y l2 magnitud del desplazamiento
(Fig.35). La mayor diferencia entre las distancias de
los puntos sefialados 8l plano sagital han sido: embrio
nes de 20 dias 510 p; embriones de 22 dias 220 pj; en--
briones de 23 dias 52C p; post-natales de 15 dias 46C
p (Cuadro 4). No podemos interpretar de forma satisfac
toria este hecho, es preciso analizar mds casos para -
llegar a una conclusidn definitiva sobre si la distan-
cia entre los primeros y uUltimos cortes al plano sagi-

tal aumenta o disminuye con la edad. A pesar de lo ex-



DISTANCIA OLSDE EL P A%) WORIZONTAL Mylud

DISTANCIA DESDE EL PLAND MORIZONTAL Mg lp!

Fig. 35. Perspectivas frontales de los cortes frontales seriados de ratas de

_.a.i

PERSPECTIVA FRONTAL DE CORTES FRONTALES
SERADOS OE EMBRION OF RATA DE 20 DS

v ¥

2

&

CATERA, e

. H ] § 83
- - ¥ v .
[ L

5

gk

DISTANCIA DESOE BL PLANG SAGITAL (v s

PERSPECTIVA FRONTAL OE LOS CORTES FRONTALES SERADOS O€ ‘,
EMBARION DE RATA DE 23 DiaS

OISTANCIA OESOC (L PLANG SAGITAL (4)

2, 22 923 Lyts ¥ 13 Dapee

DISTANCIA DESOE EL PLANO MOKQONTAL Ngbd

DSTANCIA DESOE £ PLAND HORIZONTAL ¥, )

PERSPECTIVA FRONTAL DE LOS CORTES FRONTALES SERIADOS DE £ MBRION OE
RATA OE 22 DiIaS

DISTANCIA OESOE EL PLANO SAGITAL (p)

" PERSPECTIVA FRONTAL DE LOS CORTES FRONTALES SERIAOOS
O RATA OE 13 DIAS y 3

d

oo SRS B SR -

DISTANCIA DESOE EL PLANO SAGITAL ty)

€Tl




. 174

puecto s2rece gor provable que laz distuncia cumente Gu
ronte el cdeanrrollo embrionario de la ratsz, parz disxi
nuir en lcs nuclicos.

Con racpecto a la extensién ocupada por el -~
les0. €1 sentido rostro-caudal, leos nzacidos de 15 dias
suveran en mis del dcble a los embriones de 20 dias por
existir entre actos una diferencia de 540‘P'

Una visualizacidn de gran importancia ha si-
do la divisidén de 1a divisién de la zonza vosterior en
dos partes situadas Qorsal y ventral e le cintilla 4p-
tica, en todos los ejemplares estudiados.

6.2.2, Distancias al plano horizontal Ho.

El andlisis de la perspectiva lateral, nos -
muestra la trayectoria seguida por el eje dorsi-ventral
del niicleo a lo largo de la serie rostro-caudzl de cor
tes en los diferentes esgadios evolutivos conside;ados.
Comparando las incurvaciones de esta perspectiva, se -
comprueba que los embriones de 20 y 23 dias presentan
desplazamientos dorsi-ventrales mds suaves gue los em-
briones de 22 dizs y post-nacidos de 15 dias. As{, el
punto mds dorssl del MN.so. sn el primer corte de 1la 13
rie estd a 30‘P (Cuadro 3) por debajo de la base del -
tercer ventriculo, Mds atrds, este punto desciende has
ta ~9C p pura elevarse hasta un mdxiro en el dltimo --
corte, de 23C P por encima de la base del tercer ven--

triculo.



Zn los entriones de 22 dias, el ii.s0. comien
za zitusdio = 1CC R ror encima de la base del tercer ==
ventrficulo, siande el dnico periodo en que el extremo
anterior del nfcleo ﬁresenta valores positivos. En la
parte interredia, el ndcleo desciende hacia niveles —-
mds profundos, kasta =150 p» ror debajo de la base del
tercer ventriculo. Por udltimo, la parte caudal vuelve
a ascender hasta que el dltimo corte z 420 P.por enci-
ma del ventriculo.

El N.so de los embriones de 23 dias, es el -
que presenta el primer corte en situacién mds inferior
respecto todos los -demas ejemplareé estudiados, a -GQp
por debajo de la base del tercer ventr{culo. En la par
te intermedia desciende todavia a -180 J para elevarse
de nusvo 280‘P’ estando €1 Wltimo corte situado a™10CH
por encima de 1la base del tercer ventrfculo (Cuadro 3).

Las ratas nacidas de 15 dlas, muestran un --
Ke.80. cuyo comienzo estd situado a -40’1, por debajo -
del ventiriculo. Zntre las zonas anterior e intermedia
del n¥cleo, sufre un descenso muy brusco llegando a --
-3C0 Pu'En la zona posterior se eleva una distancia -—-
equivalente a 4CO p para estar situadeo a 1CC ’1 por en-
cima de 1la bzse del ventriculo.

Comparando los cuatro periodcs evolutivos, se
comprﬁeba que tanto los embriones de 22 dias como los

nacidos de 15 dims son los que presentazn un méximo en



426

PLASPLCTIva LATERAL 5T (05 CCwTC} FRGHIMLES Spmzcg
DE CUBR.On TL %218 OF 22 has
o
w4 120002 CF AT CUTIES #20,0ALLS SER2CS
DU i eimtf saona:
l Soe]
J
2 3 400!
wd I 1
- ¥ =
: 8
g »wop z
£ % o
i o [
b d
Z E "o
i L
; g
H
i 14 :
3 i ool
g . i
Ay " M. N .
) o5 3o sl E— = o e T oo 1
BITaNCIA DESOE €L PLANG VEATRAL ty! BISTANCIA DESOL £1 FLA%G VERTITAL (.}
e - )
PLRIPECTIVA LATERAL OF LDY COATLS FROWTALES STMAOOS | . i :‘.‘,’:’é‘:"‘;““""" DE 103 CORTES FRONTSLlS SEMEXT IC
OE Fuemon DE RATA OF 2% Cias : e e .

I S

£

DISTANCIA DCICK 1 MLANO WO IONTAL tul
UITANCIA DUSOL TL PLANO MOMEDNTAL 1ot
. M

..._.__..__
P
: .2 3
vawr

760 L) 5 an g X

Ry - '
OIS TARCIA OL-0F £L FLAND VIATICAL Tyl TITANCa DESOL L MLAND VEH AL Ips

Fig. 3€. Perspectivas laterales de los cortes frontales seriadss do

ratas de 20, 22 y 23 i.u. Y 15 fec..



GeZeds Tiutrneiwz 8l plano Frontsl FO.

Ccono era de esperar, hzn sido los embricres
de 2¢ dics los gque han presentado un H.so. de menor ex
ternsidn rosiro-caudal.: E1l primer corte del ndcleo se ~
encuentra 2 una distancia de f24C P.al plsno frontel -
de la comisurs anterior y el dltimo corte a 660 r,te--
niendo una extensidn total de 420 Pe

El N.so. de los embriones de 22 dias estd en
su inicio algo mds élejado del plano frontal de la co-
misura anterior que los embriones de 20 dias, comenzan
do a una distancia de 280 }1 y alcanzando una extensién
totel de 720 P

En los embriones de 23 dias, el N.so. tiene
la misme extensién rostro-caudal de 720 peque los em—~-
briones de 22 dies pero todo el micleo queda desplaza-~
do hacia atras ya que el primer corte frontal se encuen
tra a 6C0 F dz]l pluno frontal de l1la comisura anterior,
es decir, 410 P még caudal que el N,so. de los embrio-
nes de 22 dias {Cuadro 2).

" En las ratas nacidas de 15 dias, el K.s0. —-
aumenta considerablemente su axtehsién rostro-caudzl,
al mismo tiempo que disminuye 1igeramen£e le distencia
al pleno frontal de la comisura anterior gque se esta--
blece en 500 p. (Fig. 37).
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6.3. CITCTCTCILTRIAL
6e3.1., Andlisis celular. -
fediznte la microscopia éptica convenecionul,

non aneglizado las poblzciones neuronales del Y.so.

&)
[0}

en diferentes estados evolutivos, detectando algunzs -
de lzs modificacioncs mds esenciales en su diferencia-
cién. De zguil en adelante se ha recurrido 21 procesi--
miento de todos los datos posibles a traves de un egui
po 2utomatizado de mediciones incorporade al fotomicres
copic; con ello se ha provocado que los valores conse-
guidos sean mds exactos y la valoracién mis objetiva.

En primer lugar se ha podido comprobar que -
los micleos de 1as neuronas integrantes del N.so. en -
los ejemplares intrauterinoes de 20 dias poseen forma -
distinta y superficie menor que en los otros e jempla-~
res, Esta forma es en géﬁ3?§1 algo ovaleda y el conte-
nido dpticamente denso, sin presencia de grandes zonas
claras (Fig.38). '

En los ndcleos neuronales de los emoriones -
de 22 dias, se sprecia un ligero aumento de los didme-
tros y 4reas nucleares. Las zonas oscuras han disminui
do en las secciones nucleares y la célula aperece algo
mds clara. (Fig.3¢}. ]

En los embriones de 23 aias, las secciones -
de los cuerpos neuronales muestran un aumentovdiscrcto
del drea de seccidn nuclear, los ndcleos son mas redon

deados, disminuyen ligeramente las zonas correspondien



tezs 1 los blgmen enticancnie dingos ¥y avrenton log

Zn log ejemplares niwcideos de 15 dias, se con
cun o3 seeciones de los ndecleos neurcnzlss nu-

’
mend o ca drea y zonas cleras a la vez que se hacen mds

=n irabzjos realizzados vor Fernandez-Ruiz -
(1673) en el nanmster dorszdo, ya se evidencid 12 exis--
tenciz en el li.so. de dos cleses de neurcnzs, las de -
tipo I con ndcleo claro y numerosos grédnulos de neuro-
secrecidén y las tipo II, con ndcleo mé4s oscuro y cito-
plasma con cantidad muy varisble de tales grdnules.

Con relacidn a2l nucleolo, la mayoria de las
neuronas presentan un Unico corpisculo; esporadicamgn—
te se han encontrado neuronas binucleoladas pero nunca
con m4s de dos nucleolos (Irwin ‘72). En los perindos
tempranos del desarrollo es mds frecuente visuzlizar -
nicleos con dos nucleolos pero su significudo estadis-
tico es muy pequeiio. for otra parie deoemos ten:sr en -
cuenta que en los periodos temprznos del desarrollo em
brionario, el material {épticzmente denso es muy =2bundan
te y al efectuar la determinzcién citofotométrica, pue
de haber un cromocentro que muestre caracteristicas de
extincidn y tamafios seme jantes 2 los de un nucleolo. -
Para resolver esta dificultad serd preciso aplicar tin
ciones nucleolares especificss, que permitan distinguir
netamente entre un nucleolo y un cromocentro. La posi-

cién del nucleolo suele ser casi siempre zlgo excéntri



131

-Fig, 38, Icagenes de 1a zona intermedia del N. so. de
un emvridn de rata de 20 dfas.

a., Es patente la elevada densidad celuler de las neu-
ronas que integran este ndcleo. (Obj. 40 x).

b. Vista parcial del N. so; las neuronas de este ni-
cleo muestran una cromofilia mayor que la de las
neuronzs colindantes. (Obj. 40 x ).






A33

Fig. 39. Zonz intermedia de un ejemplar emdbrionario de
22 dies, correspondiente al N. so.

a. Las fibras de la cintilla dptica resaltan colindan-

tes al con;};mto compacto formado por neuronas fuerte
mente tefildas . (Obj. 40 x ).

b. Los ndcleos neuronales disp'ersos, se seflala como
caracterfstica de este estadio la fuerte densidad
del contenido nuclear. ( Obj. 40 x ).
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‘o 4C. roncriric. del li.so, G exbridn dz ruto de 23

[
e

B3]

2
9]

ze Cocrtz histeldgico cerrespondiente a la zZona interngs
dia del ¥.s0., con su wAximo desarrollo. (Cbj. 4Cx)
Lus neuronas se disponen de forma l:iminar.

b. i.icrofctograiia de un gruypo neurcnal con limites nu
cleares bién definidos y con material cromatinico
de distinta densidad y distribuciédn desordenada,
(Obj. 100Cx).
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231, funordnice del ll.so. de ejemplar nacido de 15

v+ i

Ll 1i.50. presenta unea abundante vascularizacidén. 3e
destzceqn eflulas glizles y endoteliales préximas sl
nicleo. de agrecia el ndeleo supredptice difuso.
(Cbj. 16x).

la misma panordmica a mazyor amumento (Obj. 4Cx). Se
distinguen con claridad los nucleoclos en posicién
excéntrica en el interior del nucleo, y las neuronas
con doble nucleolo. los elenentos gliales y sangui-

neos son mds evidentes que en la imz2gen sugerior,






b.

A39

. 41, Ffanorsdmice del li.co. de ejerplar nzcido de 15

£l li.co. presenta unea abundante vasculsrizacidén. 3e

estzcan c<lulzss zliszles y endoteliales préximas g1

(oF)

ndcleo. Se aprecia el nicleo supradptico difuso.
(Oﬁj. 16x).

la misma panorémica a mayor aumento (Obj. 4Cx). Se
diétinguen con claridad los nucleolos en posicién
excéntrica en el interior del nucleo, y las neuronas
con doble nucleolo. los elementos gliales y sangui-

neos son mds evidentes que en la imagen sugerior.

- e ——
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Corts ccrrespendiente a la parte posterior del ni-
clzc suprebpiicc. Los elenmsntes glieles son muy -
abundantes. (Cbj. 1€x). '
tiierofotesrafia de nucleos neurcnales mostrando las
caracteristicas especf{ficas de este periodo evolutl

vo. (Cbj. 1COx).
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6.3.1.1. Distrivucidn de densidudes dpticas y dreas de
cecsiones nucleares.

Z1 estudio de las 4reas de seccicones nuclez-
res g2 na llevado a cabo en las zonas anterior, inter-
media y posterior del li.so. de los embriones de rata -
de 20, 22 y 23 dias y en la rata nacida de 15 dfas.

La disposicién del contenido nuclear es de--
sordenadz, aparecen zonas con densidades épticas muy -
altas junto coh otras con valores muy bajos, Hemos com
probado que los nucleos neuronales de los embriones de
20 dfas poseen una densidad éptica media mds elevada -
que los de 22 dfas y estos a su vez, superan a los va-
lores densiométricos obtenidos en los embriones de 23
dfas. Las ratas nacidas:dEL15 dfas son las que consi--
guen cifras de extincién mds bajes. Existe una relacidn
inversa entre evolucidn y densidad 4ptica, los indivi-
duos mis evolucionédos presentan un ndcleo con menor -
densidad épticz. Zste hecho, es lo suficienterente siz
nificativo como para poder afirmar que los niclecs de
las neuronas del ii.s0. al evolucionar, van haciéndose
wds clsros. (Fizs,43-46).

Analizando las d}eas medias .de secciones nu-
cleares {Cuadros 5 y 6), se aprecia un auxento progre-
sivo del tamafic nuclear ya que el f4rea media nuclear -
de todas las zonas correspondientes a los cubriones de
2¢ dfzs es de 50,79}12, de los enibriones de 22 dfus es
de 54,98 yzj de }os exbriones de 23 dfas de 58,83 PZ y
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Fig. 43. Representacién cuantitativa de la distribucién
del contenido nuclear de una neuronz correspondiente =z
la zona anterior del H.so. de rata de 2C i.u. Ceda ni-
mero expres: la densidad dptica {DO) por microdrea de

0.25 u2. Ias zonas de DO baja son esccses, se situan en

peaueilias. Las DO

&

la periferfa del niclec y ocupun ‘reus
couprendidas entre 4C y 99 sor las nils nunerosas. Exis-—
te ur dnico nucleolo y dos nmicrofres.z dpitic.mente den~
sus. Por tznto se trati de un ndcleo neuronul con valg

res densiorétrices elzvados.
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Fig, 46 . Representacidn cuantitativa de ia distribucidn
del contenido nuclear de unz neurona correspondicnte a
la zon: postericr del N,go. de ratu de 1% p.p. uxisten

grandes penas con LO bajis y un tnico nacleolo,



1+ da las rotis neheidas de 15 dfss des 81,20 p. S5ico
pryssics 81 LreainuelEer de 1uw pexyon.s G2 los ¢nprice

pre de ral. Ge 2C dfas con el drez nuclsar dc los post

fon respecto #1 tamnuiio nuelear y nucleolzar,

(Ifft,* 655 Irwin,*72), se han com

0}

atudios previo:

en relscidn con el bzlznce hidrico

U)

probzsdo varioccione
de los 2animales, Esto podrfa admitirse 2quf coro fzc--
tor determinante del uumente del tamzfio del ndcleo neu
rocnal de las ratzs nacidas con respecto 2 los embrio--
nes.,

En el estadio embrionario de 20 dfas, los nig
cleos que alcanzan una nayor megnitud en micras cuadra
das de sus secciones son-aguellos que occupan ia zona -
intermedia del N.so., siguen en descenso los que estdn
posicionados en la zona anterior y las menores #reis -
corresponden a aquellcs que integran 12 zona posteric

En los embriones de 22 dias las dreas nucles
res rmayores se situan en las zonas anterior y posteri
quedando dreas menores para los comprendidos en la zo-
na intermedia. Existe por tanto un cambio progresivo -
alternante en cuanto al crscimiento nuclezr en las zo-
nas antericr,intermedia y posterior del :i.so..

En los embriones de 23 dias y las ratas nici
dzs de 15 dfas existe concorc:ncia del orden estubleci
do para tamuiios nucleares en las tres zoncs estudindas.

Las dreas mayores de secciones nucleares corresponden
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a la zonu: rosterior, siguen en descenso los de la zona
interncdin y las dreus menores corrasponden = la zena

erior.

o+

2

124

ele2, ADlicacidn de méStodos estzdfsticos.

o
(o

.
Cbtenido el valor medio de las 4reas nuclza-
res de lus muestras analizadas, lo pricero que intere-
sa conocer, es 8i los datos seleccicnados estidn dentro
ée unos 1{xites correctos ya que el valor aislado de -
la medis no aporta un resultado egtadisticimente fizble,
- En la muestra pueden existir valores muy dispares que
se alejen sensiblemente del valor de la media, por lo
que entes de aplicar métodos estud{sticos mis complica
dos es necesario comprobzr si nos encontrzmos ante una
muestra en la que todos los elementos pertenecen a2 una
misma categoria. Para este andlisis hemos comprobado -
que las mueatras perteneciéhtes a las zonas antertor,
intermedia y posterior de todos los ejemplares de rata
estudiados, se ajustan a una curva de Gauss con un Uni
co punto de inflexidn. Despues de hzllzr la media orii
nética (x) y establecer los intervalos de confiznza de
la mediz mds, menos, dos veces el valor de la desvia--
cidn de la muestra (x :2v), se comprobd que todos los
valores de las dreas nucleares pertenecientes a cuda -
zona estaban dentro de los lfmites de confiznze esta--
blecidos, pudiéndose determinur la existencis de una -
Unica poblecidn neuronal en cuanto 2 tzmaiios nucleares
dentro de cadn zona estudiada en cada ejemplar analiza

do.



<0 loy ditou cblieniues, 82 pudo  »licur un
wn2lials de vorianzs coa el Tin de ssber si lac tres
cASLEriE neuronales correspondientes o las zonug ante-
oy faveriedin y posterior del li.so. ¢e codz indivi-

due cetuldizdo eran igutles o pertenec{in o poblacicres
e

Para llevar o c¢zto el andlisis de varianzs
es necesario hallar el cusdrado de la dispersidn de las
medias (SS ) y el cuadrado de lz dispersién de los da-~
tos (SS ). Una vez ovtenidas estas cifrss, se dividen
por los grados de libertad (k-1) y nos dan loz valores
de la varianza media (V ) ¥y la varianza de l: disper--
8ién de los datos (VT)' A travds de estas varianzas se
obtiene la "F de Sneider", valor que al compzrarlo con
el las tables nos indicard si las muestras son s1b nifi
cativamente iguales o dife;;ntes. Tambien se puede cons
tatar la relaciédn que existe entre las columnzs, as{ -
como entre lus filus. Para ello es necesario hallar la
dispersidn de los datos ressidual, la totzl, la debida
a las columnas y le debida a las filas, =2sf{ como sus -
variznzas correspondiesntes. Una vez recliz:do este pro
ceso, se obtiene 1la F de Sneider para las columnas (Fc)
¥ para las filas (Fr) pudiendo ser compzarzdas con los

valores presentados por las tablas.

Practicado el anflisis de varianza (Cuadro 7)
para l:s dress nucleares de las tres zonzs del li.so. -
de los embriones de 2C, 22 y 23 afas y de lus ratas na

cidas de 15 dfzs, se obtuvieron los valores correspon-
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dientes a2 la "P" de Sneider para pocder compiararlos con
- ] > T . - o3 ; i P g ¢ 3O WS Y

los vilores grassntados por las tsblas G2 Fisher pars

s - AL S A a0

un L1:udies do conifdianza de un 922%.

n
“n teodes los casos se coumprobd como la Pc ¥
lz2 F_ del cundroe 7, eran superiqres a las encontradas

. .en 153 tzblus, determinando la existencia de tres po-
tlacliones neuronales distintas para cadz uno de los —-
e jeuplares wn=1lizados.

Conparando los cuatro estadios evolutivos es
tudiados entre si, reflejan valores muy distintos para
la Fc y F,. Los embriones de 22 dias son los que mues-
tran un valor de Fc superior al resto, significando que
presentan las mayores diferencias nucleares entre sus
tres zonzs. Las ratas nacidas de 15 dfas tienen una Fr
superior al resto, lo cual indica gue para niveles de
dreas nucleares compzrablég” para las zonas anterior, -
intermedia y posterior, las diferencias entre sus tama
fios son superiores a la2s encontradas en los estados en
brionzrios.,

Los embriones de 23 dfas nuestran variacio-
nes nenores entre lass ires poblaciones neuronales exis
tentes en el N.so.. .

Parece ser que existe un gradiente de posi-
cionamiento celular sugin el tamafio del nicleo neuro-
nal en las tres zonas del N.so., que va veriando con la
edad de la rata. En los embriones de 20 dfas las neuro
nas con ndcleos més pequeiios, se encuentran situados en

la zona posterior. En log embriones de 22 dias camvian



2 15C
su situzcida puru posiclionerse en la zona intcrmedic,
cs embriones de 23 dias nigran a 1z zona anterior
don‘ig purec2 ser que e establecen definitivamente pa-
ri 0o cnwzizr de lugar en las ravas nocides. Las neuro
no3 corn nilcleos de tzmafio intermedio, sufren tambien -
sucecivos Cesplazamientos segin la edad de la rzta, Zn

lc

m

emuricnes de 20 dias ocupuan gran parte de la zona
anterior, migran a la zona posterior en los embriones
de 22 dfas para desplazarse de nuevo a la zona interme
dia en los embriones de 22 dfas dornde permanecen defi-
nitivamente. Las neuronas con nucleos grandes se situan
en la zona intermedia en los embriones de 20 dias, van
a la zonz2 anterior en los embriones de 22 dias y por -
dltimo migran a la zona posterior en los emktriones de
23 dias quedéndose en estgﬁzona de forma permanente.

El posicionamiento definitivo de los tres ti
pos de cé€lulas seguin los tamz2fios del nicleo, queda es-—
tablecido en el dia 23 de la gestacidn. Las migraciones
celulzres no se producen indis-
// ‘\\ criminadzncente sino gue siempre

sizen una trayectoric en direc-
cidn contraria a las agujas del
\\\-—”’ reloj.

Parece ger que estzs variacionss de rposicio-
namiento celular, guardan relacidén con el zumento del
nimero de células que se produce en el N.so. durante -

la evolucidén de la rata. Las células gue llegan al nu-
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dzsarrollo d2

rte de é1 durante el
su lugur aefiniti
rosicicnarse -

¢lao pars fornsr- Da
le ria, ro ze situsn directomente en
ve, par 16 sus suiren nigraciones hastz
Sl il eSSl -
ZONA ZONA ZONA Ot
INTERMEDIA POSTERIOR
SR NS

=9 ANTERIOR
4SDAD .
(o) G

2C i.u.
22 i.u.
23 i.u.
15 p.p.
rezsulivzdcs nos permiten hacer las

Cuadro 15,

Todcs estoes
siguientes ccnclusiones:

1) Durante la evolucidén las células con nicleos pe-
queiios se situan primero en la zcnz2 posterior, -
pasan a la zona intermedia para colecarae definl

oY e 1

antericr.
le

tivamente en la zonn
23 neuronas con nicleos mediznes inicial
82 situan en lz zZona antsrior, alcanznn
rente dirigir haeia 1s

nal

2)
postverior para fi
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na intoroerdis rara estoblecerse narmanentznznte,
3) ias rneurcras con ndcleos grendes se coloc:zin on -

. ’ .
W InNs TS an
e Lt e, A

12 zona2 intermediz, p=san a la zon=

\:)
ct
[

enserior ¥ por Ultimo se situczn én la zonz
4) lingune célula se situz definitivamente en una -

zon2 2l integrarse como conjunto neuronal en el

5) Durente el desarrollo embricnaric las células ccn
nicleos pequefios migran siempre en sentido poste
ro-anterior y atraviesan solo una zona del ll.so.
cada dia,

6) Dependiendo del dia del desarrollo embrionario,
las células con nicleos medianos y grandes cam-

bian el sentido de migracidn y varia la distan-

-

cia de desplazamiento.

7) Atraves del destrrollo ¢mbricnerio las células -
con nucleos ediznos y granics, se desplaz:sn a -
otras zon:=s del li.S0. ccn mayor velocidi:d gue l.us
célul:s con nicleos pequziios.

8) Durante 1la evolucidn, las neuronis supradptic s
migran en sentido contrario a lus z@zujus dsl re-
loj hasta aleanzaer su posicidn deiinitiva.

9) En el ll.sc. las migrociocres celul:res ccurr:in nas
ta el dfs 23 de 1la gestzcidn, aonde las célulae
se estzbleczn de forma parmsnente

Comprocazdos estos hechos, quisimos z2ber si las -

spondianites & las zoiis 2n-

poblacioncs nguren=zles corre:
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teriores de los cuatro periodos evolutivos estudisdos,
2 1.s con.s intermecias de vodos los ejemplares an.li-
zodos ¥y 2 lus zones posteriores de los mismos, eren es
tadfsticoninte isusles o diferentes. Se aplicd de nuevo
el =ndlisis de verianze (Cuadrc 8). Hallada la F de Sne
ider para las dreus nucleares de las zonas snteriores,
se obtuvo un valor significativamente superior al en--
contrado en las tablas, inplicando que las zonas ante-
riores de los embriones de ratzs de 20, 22 y 23 dfas ¥y
las post-natales de 15 dfes contienen poblaciones celu
lares diferentes en cuanto al tamafio de sus ndcleos,
Haciendo esta misma valoracidn pura las zonas interme-
dias de todos los ejemplares estudiados, se obtuvieron
conclusiones similares a las de las zonas anteriores,
es decir, que las zZonas intermedias contienen poblacio
nes celulares diferentes éntre si, debido a las dife--
rencias existentes entre las dreas nucleares. lLas zo--
nag posteriores mantienen esta misma correspondencia,
pudiendq determinar que son cuatro poblaciones neurona
les distintas por_poseer diferencias significutivas en
tre las dreas nucleares dé les células estudiadas. Ade
més se puede demostrar que las diferencias para cada -
- Zona son basyaﬁte similares pussto que los valores co-
rreepondientesla sus Fc s&n parecidos en los cuatro es
tadios del desarrollo analizados.

Para comprobar las posibles varizscicnes en - °
cuanto a formas nuéléares, se ha hecho un estudio esta

dfstico de la relscidn entre los didmetros nuclesres -
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>frnte 21 realizado para las dress. Se dividid el - -

i<zetro menor por el nzyor con el fin de determinar -
un f-ctor de forma Cuzdros ¢ y 10).

Los ¢ibricnes de rata de 20 dizs, considerzn
Jo ¢l coajuntc de las tres zonzgs del li.sc., poseen un
f.etor de fornma de 0,84 significunde que la diferencia
entre los cos di‘mestros no es muy zcusadz y por lo tan
to los nilcleos nzuronales son discretamente ovalados.
Analizando cada zona por separado, se comprueba que la
parte anterior con un factor de forma de C,83 posee ni
cleos discretamente mis ovalados; la zora intermedia -
con un factor de forma de C,81 muestra nicleos algo nmfs
alergados § la zona postericr con un valor de 0,8& es
la gue presenta nmicleos menos fusiformes, siendo esta
la. zona que m#s se acerca a la esfericidad nuclecr.

Los embriones d& 22 dfss muestran un factor
de forma de 0,85 siendo los nicleos neuronales ligera-
nmente ovalados. La zonz anterior con un valor d& C,87
e8 la que tiene nicleos de mayor esfericidi.d, seguida
de la zona intermedia con un valor de C,85 y de la pos
terior con C,84.

Los embriones de 23 dfas presentan un factor
global de forma de C,65. Los niclsos de las zonss ante
rior e intermedia, poseen un factor de forms de 0,8¢ -~
siendo bastente mdis esféricos que los de 1z zona poste
rior cuyo valor es de C,81.

Las ratss nacidas de 15 df{as reflejan un va-

lor de C,89 para el conjunto de las tres zonus del —-



155

Kego., cifra relutivemente préxima 2l vilor de 1 repre
sentarte do la esferz., Lus célulcs de le zons onterior
ticn.n los ndclcoz mds ovzlados con un valor de C,87.
1-g zenas intsroedia y posterior, 2lecznzan una cifra de
0,61 per lo que son los ndcleos mds esferoidules de to
dos. o " '
Asf pues, existe un gradiente que tiende a -~
que los ndcleos zdopten un factor de forma préxino a la
esfericidud segun avanzen a estados evolutivos mds de-
sarrolledos, de tal forma que los ndcleos neuronales -
de los embriones de 2C dfas son los mds ovalados, los
de 22 y 23 dias son zlgo n48 redondeados y los de las
ratas nacidas de 15 dfas son los que m{s se aproximan
a la esfericidad.

Aplicando el andlisis de varianza para los -
cuatro periodos evolutivoﬁéestudiados, se hallan 2los -
valores correspondientes a la F de Sneider y se comps-~
ran con las tablas (Cuadro 11).

Para los embriones de 20 dfas el valor de 1z
F es muy superior al de las tablus y al encontrado en
el resto de los ejemplares, significando que ademds de
ser los que tienen los nicleos mds ovalados, son los -
que presentan una mayor variacién en cuanto a la forma
nuclear entre las zonus anterior; intermedia y poste-
rior, pudiendo ser consideradas como tres poblaciones
celulares distintas en cuanto z formas de los nicleos.

Los embriones de 22 dfas, por tener una 7-in
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peolzeidn csluliur eén relacidn & le form. de sus nicleos -

erag difsrencizs, las cuzlez nc zon

Los embriones de 23 dfas muestrun una F muy
préxim: 2 la de les tablas, pudienuo considerurse prac
tic. mente conc uni dniez peblacidn neurcnil en cuznto
2 formas nucleares entre lus zonas znterior, intermedia
y posterior. 4y

En las ratas nacidas de 15 é{as la F vuelve
a2 tener valores inferiores a las tablas, incdicando la
presencia de unz Unica poblscidn celulzr con respecto
a formas nucleares para las zonas anterior, intermedia
y posterior del l.so0..

Esto nos indica que en los embriones jdévenes,
las células en las tresli3ﬁés, no han adquirido todavia
la formz definitiva y tienen que sufrir requefias varia
ciones hasta conseguir la madurez, haciéndosc sus ni-
cleos m#s redondezdos.

Comparando las formas nucleares de lazs zonws -
anteriores de todos los ejemplarss estudiados, de las
zonas intermediss de-los mismos ejemplares y de las z0
nas posteriores, mediznte l2 aplicacidn del andlisis -
de varianza (Cuadro 12), se ha comprobudo que en las -
zonas antericres, la F de Sneider tiene un valor infe-
rior al de las iablas indiczndac que no hay variaciédn -
significativa en cucnto u las formas nucleares 2 lo lar

g0 de 1z evolucidn. fara las zonus internedias ; poste-



ricres, se octiene una P similsr y no muy suzerior 2 -
la de las twblus, lo cual yuiere uecir que 1la varizcidn
qus musairzn les ndeleos cclulures a través de la evolu
cifn cen relseidén a2 1z forwa, no &s wuy srande,

Zn los estudios morfollgices actuules, no se
mencionz la pesible existencia ae tres tigos de neuro-
nas diferentes en el ll.so. de rata., Fernandez Ruiz y
cois. (°73) describen en el i.so. del hamster dorado,
dos tipos de ncuronas clares y oscuras, tul como zpa-
recen en la imsgen zl1 microscopio electrédnico; posible
mente se trata de dos estados funcicnules de la misna
estirpe celular,

Por otro lado, existe una gran evidencia de
que las aferencias a las células neurcosecretoras del
li.so. imglican la existencia de receptores zdrenérgicos,
colinérgicos de tigo muscorinico ¥ colinérzicos de tipo
nicotinico, los dos primeros inhibidores y el tercero
excitador (Zarker y cols, ‘*71). ustas aferencius son
primaricicente zjenas a 1@ regulucién osmolur por la va
souvresinz, 1a hormona especifica cel il.so.j; provienen
tales aferencius ce sezmentos mds coucales del neuro-
eje, en relacidn con las viass sensitivas para <1 dolor,
sensibilidad muscular y gustativa, utlizando principal
mente el fasciculo longitudinal dorsal en el tronco ce
rebral, coino viz polisindptice ascendente, Ctras afe-
rencias son en c.inbio aescendentes a purtir del bulbo
olfatorio, ccrteza piriforme y tubérculo oliativo, 2
través del haz prosencefdlico medial. Aungue los detu-—

lles anatomicos no son tod.viz conocicos es lo cizrto



gque 1u oliveldin inilluye direcisuente soitre la regule-
cién ocsmolisr y balence hidrico (3awyer y Gera rét,’58)
y e 1o eriiauieeion eléetriea uel bulbo oliutive tie
un ciweto sxcitaterio scbre c¢dlulas osnoscnsitivas
del I.so. (eyward, *72). &
Ior otra zarte, Rechardt, (‘€C), ke deduci-
ac <& sus cuvserveciones ultrazestructuriles ¢ nistogqui-
micas gue existe una doble poblacidn neuron:l en 1 -
7.80., con terminaciones axo-somdticas, axo-dendriti-
cas y axo-axdnicas, que alverr.un tres tipos de vesicu-
las neurotrunsmisoras. Lo mds interesznte en este as-
pecto es quizds el estudio elsctrofisioldzico de Vin-
cent y Hayward, (*7C) y Heyward ('72) sobre célulzss in
dividualss del ndcleo supradptico en el riono rhesus bz

Jo condiciones de vigilia normal perfectamente ajusta-
Sl r

da. Postulun la existenciz de neurcnas osnoreceptoras

(de tamafio intermecio), ya intuiaas por Verney (47) en
contacto directo con paredes capileres y con «xén cor-
to cuyas terminaciones sindpticas con ciceto excitato-
rio sobre el soma de las células grandss neurosccraeio-
ras, cuyo cilindroeje se inte:re en el lhuz su;raéptl

co-hipofisario para descargar la vasogresina en los ca
pilares neurohipofisarios. Admiten tambicn l1la existen-
ciza en el axdn ds colaterzles item:rznhis que cicrran un
pequerio circuito inkibitcrio & traves de unas hicoté-
ticus neuroaas del tivo iHenshaw miuukiares, c¢cn cusrpo

celular peauc<io. Si bisn, le dencstrzcién unatdémica de

¢stas inter_ reteciones estd fuerw del alcance del tra-
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bajo dv csia btesis, es clerianente sSugisiive , ccomsiug

dencstraucs esiwwalsticeanente sobre los pardmeiros de
Glinelro nuclosr pueaen cerresSponuer, €n €scila des-
csnuacnte ae dlametro as

19) las ellulas neurcsecretoras

2:) a las célul.s osmorrecepteras de Verney

32) a lus célules inhicidoras tipo Renshaw.
decuerdzse la riqueza capilur del Ii.s0., precisamente

en {ntin= vecindzd con neuronas.

T T g

o —




G.3e2. Anflisis pcblacional

diztrikucidn ¢ densidades celulzres, se ha efectuwdo
el astuiio dzl nilero de células, volumen dcl ndecloo -
sunradpiico, densidned celular y porcentaje de substzn-
ciz gris y olanca, en los embriones de 20, 22 y 23 ~-=
dfaa y nacidos de 15 dfas (Cuadros 13 y 14}, Los hechos
mds destaccvles obtenidos son los siguientes: el l.so.
en todos los veriodos del desarrollo é= la rata estu-
diados presenta una clara separacidén en tres zonas de-
nominadas anterior, intermedia y posterior, lo cual mo
difica los resultados obtenidos por Luna,'69 e Irwin,
*62, entre otros, quienes dividen al N.so. solemente -
dos zonas: anterior (Soa) situada anterodorsal al quias
ma 4ptico que en seccidn horizontal forma una ancha —-—
banda que se curva ligeraiiehte alrededor del quizsamag

y tuberal (Sot) formada por una linea de 1 a 3 células
de profundidad & lo largo de 1la parte ventral del hipo
t4lamo, desde el quiessma éptico hista el borde poste-
rior del ndclec ventromedizl hipotzldmico.

El li.s0. de todos los ejemplares estudizdos
presenta la zona posterior dividida en dos purtes asi-
métricas en cuanto a forma y tamafio denominadas dorsal
¥y ventral, no existiendo una relécidn directa entre la
extensidn total rostro-caudal del ndcleoc y l= extensidn
de 1a parte dividida en dos ramas (Kreig,® 32).

Comparando la extensidn antero-posterior ocu

pada por el li.so. en los cuatro estadios evolutivos es
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tudiados, se observa cémo ve aumentando desde los er-
briones de 2C dizs husta los nacidos de 15 dfus, aun-
que el sumento mds brusco {(en cuanto a la extensidn -
rooero-caudal), sucede en el paso de los embriones de
2C dfog 2 los de 22 dfas con un aunantc de 3C0 u. Los
erbriones de 22 y 23 afas nuestran una misma extensién

de 72( u. Lcs nacidos de 15 dfas aumentan 24C u respec

ct

o & los znteriores. (Fig. 47). _

En cuanto al nimero de células del N.so0. encon
trado en los distintos periodos evolutivos, varfa noto
riemente con respecto 21 hallado en los frabzjos reali
zados por Irwin,'72, que obtiene un némero total de cé
lulas para el H.so., de rata de unes 5.824, ndmero muy
inferior al obtenido en nuestro trabajo para cada uno
de los ejemplaress analizados,

El volumen tot2I'y el nimero de células Humen
tan considerablemente desde léa embriones de 20 dfas a
los de 22 dfas. Lésfembriones de 23 dfas poseen un vo-
lumen total superior a los de 22 dfas, pero en cambio
el nimero de¢ cflulas es ligercmente inferior, lo cusdl
hace pensar que al comienzo del desarrollo embrionario,
las células tanto gliales como neuronales, tienen las
prrolongaciones intercaladas con los cuerpos neuronailes
para irse posicionando, en periodos evolutivos mfs a~-
vanzados del desarrollo,de tzl forma que los cuerpos =
neuronzles queden agrupados ocupando un menor volumen,
extendiéndose las prolongaciones en ls misma direccidn,

Esto pddria explicar también el porqué la densidagd ce-
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lulAr es myor eﬁ los ejernplarzs nacidos que en los es
tados embrionarios. -

Aunque la formacién de las células supradpti
czo termin: 2n el dfn 19 de la gestacidn de la rata, -
15 conziitucidn celuler del H.so. de un modo globul, -
no tiers lugzr hoste el dfa 22 de la gestacidn.

¥l Ileso. de las ratas nacidss de 15 dizs po-
seen un voluxen bastunte menor =l ocupado por los em-
briones de 22 y de 23 dfas, as{ como un menor nimero
de células. La pérdida celular entre los embriones de
23 dfas y las rates nacidas de 15 dfas es de 4.499 cé-
lulas, cifra bastante considerable, pero mfs aparente
que real ya que en-su mayor parte es debida a la migra
cidn que sufren las células para formar el nicleo su-
pradptico difuso. La migracidn parece ser lineal (Fig.
6¢) debido a un fendmeno de tensidn de migracidén. 'Ho
se ha comprobado cuantitativamente la presencia de es-
tas células en el nmicleo supradptico difuso, por las -
linitaciones propiss del método de trabajo.

Los valores correspondientes al porcentaje -
de sustancia gris y blanca y densidad celular indican
qué proporcidn de las zonus estd ocupsda por células y
cual es su distribucién. __'

Analizzndo las diferenclas existentes entre
las zonas enterior, intermedia y rosterior de czda ejem
plar estudicdo, se observa, como en todos los casos, -
que la zona intermedia es la mayor -en cuanto a volumen,

¥ nimero de célulus. Zn los embriones, 1a zona poste-’
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7. RESUMEN



Se ha efectuzdo uwn estudio sobre el micleo -
supradptico (il. so.) en diferentes perioios evolutivos
de la rata blanca Wistar, utilizando un fotomicrosecoplo
Zeis conesctado a un computador Digital PDP-12. El tra-

btajo consta de dogs partes:

a) Estudio a nivel de microscopfa dptica convencio-
nal. Se fotografiaron secuencialmente los ejemplares ~
correspondientes a embriones de rata de 20, 22, 23 dfas
y post-natales de 15 dfas, con el fin de determinar las
caracterfsticas topogrdficas y morfomdtricas del N. so.
no tratadas por otros autores. En base a las microfoto-

grafias, se realizaron modelos tridimensionales con sus

proyecciones frontal, horizontal y lateral.

b) Estudio mediante citofotometrda sutomatizada -
de ragtreo. Este sistema proporciona una saie de valo-
res con 109 que se consiguen determinar caracterfsticas
definitorias del N, so. y de sus neuronas integrantes.
Se han medido las 4reas de seccidén de nlieleos y nucleo-
los as{ como didmetros nucleares de las neuronas, apli-
cando métodos estadfsticos para averiguar el grado de -
significacién de los resultados. Con este equipo instru
mental, se han obtenido mapas de distribucidn de denzi-
dades celulares. El estudio de estos mapas ha permitido
conocer el volumen total del N. so., ndmero total de ¢f

lulas, proporcién entre sustancias blanca y gris, densi
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.dad celular y una clara delimitezcidn del contorno de
la agrupacidén neuronal.

Los resultados obtenidos se discuten ordenada
dawsnte; s2 comparan enire si los custro periodos evo-
lutivos 2nalizados y se hace refersncia a otros autores
tratando de definir subpoblaciones neuronales'y discu-

tir su posible interpretacidn.
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1) .1 li.sG, nuestra un contornc muy irre_ular pucien-
«C subdividirse en tres zones consscutivaes: anto-
rior, intermeuia y postericr; esto dltica se vifur
ca en (0s partes, una dorsal y oura ventral a la .

28) La extensidén del K.so., tanto en sentido rostro-cau
cdal como litero-meuial y dorsi-ventral, aumenta no
tablemente a 1o largo del ces-rrollc embrionario;
pero en tcdo caso permanece practicamente invaria-
ble la forma y posicién del conjunto respecto a los

tres ejes citaaos.

32) la media de las dreas ue seccidén de los nicleos en
esta agrupacidén neuronzl aumenta alo largo de;‘de—
sarrollo ontogénico de la rata ( desde 50,79 p? -
hasta 81 pz). Ia secciones de los nicleos son ini-
cialmente alzo elipticas y van hacidndess circula—
res conforme se alcanzan fases mds avanzudas.

48) En generzl, las neuronas supradsticas peoseen un -
unico nucleolo Ge posicidn algo excénirica y de -
unos 4 P2 de drea; en periodes embrionarios tempru
nos (2C aias) es frecuente enccntrar células binu-
cleolacas., Respecto a los grumos de cromatini, son
los embriones de 2C y 22 dies los que muestran ma-

yor cantidzd de dicho componente nuclear,
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12 d:stibucidn celular, por t=2ma.ios nuclcares de
las neurcnis ee variable en lac aiferentes regio
t..3, unterior, intcrredia y postericr, durante el
wesLyollo del N.so. detido a2 migraciones de las
neurcras en diferenciacidn, husta su estabiliza-
cién en unu posicidn tovozrdiica vefinitivzy esto

acontece en el daiz 23 e la vida intrauterina.

Considerendo la frecuencis méxima de distintos ta
mzfios nucleares de las neuronas se demuestra la
existencia de tres poblaciones celulares diferen-
tes en el N.so. de todcs los periodos evolutivos
estudiedos: neuronas con ndcleo pequeiio ( 75,83 p2
para ejempleres nacidos), con nicleo intermedio
(8c,79 pz pzra e jemplares nacidos) y con nicleo

grande (867 P2 para“ € jénplares nacidos). *

Ia distribucidn celular definitiva eh el nucleo

supradptico es la siguiente: mayor progorcidén de
neuronas con nucleo de tamafio pegueiio en la zona
anterior; maycr progorcidn de neuronzs ccn nidcleo
de tzmalio medizne en 1. zonz intermediua; y mayor
proporcidn de neuronas con nidclec de tzmafio sran

de en la zona posterior. -

21 volumen total del lIi.so. aunecnta considerable-
mente durante el desarrcllo ewbricnurio de la ra-
ta. Al comienzo de la evolucidn (embriones de 20
dies) este veclurmen es minime (13.374.720 y3) y en

cumbicv es pixiva la densidud celular; a los 23
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aias se slcanze un mixiiwo en vo.wien (3C.C45.6C0

PB) y un ninino en densidaad.

- ’ “ ’ - - - - =
~1 hn.ero de celiulss ael heso. zumenta aurunte el
desarrollo embrionario desde los 2C aias (16.5C6)

£ los 22 dias (38.91C).

2l lLi.so, de los animales de 15 dias, tienen un ni
mero mencr ce neuronas (34,0C1) que los embriones
mas avanz-dos de 23 dias (356.5¢C), aebido a la

emigracién que sufren algunas células prara formar

el niclzc supradbptico difuso.

La 21 menos aparente emigracidén celular, siempre
sigue unz trayectoria determinada resgecto a la
situacidén inicial (2C daias i.u.) de tal forma que

las neuronas situz2das en la zona anterior pasan

a la zona posterior; las situacdas en la zoné-in-
termediac pasan a la zona anterior; y las situa-
aas en la zona‘posterior apsan a la zona interme-
dia.

Se sugiers que las tres poblaciones neuronales
identificadas puedan corresponder funcionalmente

a las siguientes estirpes: la: de ndcleo mayor a
las neurosecretorus; las de qdclec intermedic y
pequeilio, a las neuronas osmo-rc¢ceptoras de Verney ¥y
2 las de tipo Renshaw inhibitorias, res;cctivamen
te.
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