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Permeabilidad de la glandula pineal del hamster
dorado (Mesocricetus auratus) a la peroxidasa de

rabano

LILIANA SALAZAR M. Y MARTHA ISABEL ESCOBAR B.2

Se hace un anlisis de la permeabilidad de las porciones superficial y profunda de la glandula pineal,
utilizando peroxidasa de rabano (H.R.P.) a través del cuarto ventriculo, con tiempos de circulacién
del trazador de 2, 3, 5, 7 y 10 minutos; cumplido este periodo, fueron sacrificados y perfundidos para,
finalmente, revelar la presencia de peroxidasa usando una mezcla de diamino bencidina y peréxido
de hidrégeno. Se encontr6 un comportamiento de permeabilidad diferente entre las porciones
superficial y profunda. La porcién profunda mostré una mayor y mas rapida captacion que la porcion
superficial; otras estructuras vecinas como el 6rgano subcomisural y nicleo habenular medial
presentaron un comportamiento similar a la porcion profunda. Se plantea la posibilidad de que
sustancias presentes en el liquido cefalorraquideo (LCR) puedan interaccionar con el tejido glandular
y viceversa, lo cual seria de gran importancia en el manejo de senales en el L.C.R.

Palabras claves: permeabilidad, cuerpo pineal, peroxidasa.

Introduccion

La glandula pineal pertenece al grupo de 6rga-
nos circunventriculares (1), se caracteriza por pre-
sentar una gran variabilidad anatémica a lo largo
de la escala zooldgica (2), especialmente evidente
en roedores.

En el hamster dorado se reconocen dos porcio-
nes, una superficial de aspecto piriforme, préxima
a la confluencia de los senos sagital y transverso y
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otra profunda, triangular, ubicada entre las comisu-
ras habenular y posterior (3,4) en relacién con el
liquido cefalorraquideo del tercer ventriculo a
través de los recesos pineal y suprapineal. Ambas
porciones estdn unidas a través de un tallo consti-
tuido por elementos neurales y vasculares (fig.1).

Tanto la porcién superficial como la profunda
poseen dos tipos celulares basicos que correspon-
den a pinealocitos y células gliales, los cuales
tienen caracteristicas similares en ambas porcio-
nes, encontrandose solamente diferencias en cuanto
a densidad para el componente glial siendo mayor
en la porcion profunda que en la superficial (4).

Los pinealocitos en general poseen citoplasma
irregular con gran cantidad de organelas propias
de una célula secretora, cromatina dispersa, nicleo
redondo u ovalado de ubicacién central y nucleolo
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Fig.1. Esquema en corte sagital que representa el
complejo pineal y su ubicacion anatémica.
R.P.: receso pineal; C.P.: comisura posterior;
C.H.: comisura habenular.

prominente. Los pinealocitos entre si presentan
complejos de union de tipo macula adherens (3, 4,
5).

Las células gliales corresponden basicamente a
astrocitos fibrosos y protoplasmaticos y son dife-
renciables a nivel de microscopia electrénica. Los
fibrosos poseen nidcleo con cromatina muy con-
densada, reticulo endoplasmatico, mitocondrias
de aspecto alargado y multiples inclusiones de
glucégeno (6). Los protoplasmaticos tienen una
mayor cantidad de reticulo endoplasmatico y de
prolongaciones citoplasmaticas las cuales se ramifi-
can en el espacio perivascular (7). Algunos autores
(3) describen un tercer tipo de células pequenas y
poco ramificadas que podrian corresponder a pi-
nealocitos en diferente estado funcional o a oligo-
dendrocitos..

La porcién superficial estd rodeada por una
delgada membrana derivada de la piamadre en la
cual se aprecian: células piales, macréfagos y
elementos extracelulares como fibra colagena (8,9).
La pineal profunda esta limitada en su superficie
por una membrana basal que la separa del tejido
adyacente y del liquido cefalorraquideo (L.C.R.).
Sélo una pequena fraccion carece de ella y en su
lugar presenta un revestimiento epitelial que queda
en contacto con el L.C.R. presente en el tercer
ventriculo (fig.2); a esta regién se denomina el
receso pineal. El epitelio a este nivel esta confor-
mado por células de morfologia diversa segin la
region que se recorra; asi: la entrada al receso
presenta células clbicas de nidcleo central y super-
ficie apical con cilios; en la porcién ventral supe-
rior, se observan células planas con escasas cilias
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Fig.2. Se observa la constitucion del epitelio ependi-
mario que recubre el receso pineal. 1: demarca
la parte donde los pinealocitos protruyen al
L.C.R.; 2: demarca el epitelio plano; 3: de-
marca el epitelio cibico.

y microvellosidades; la salida del receso, ubicada
en direccion a la comisura posterior, posee células
de aspecto cilindrico con nicleo basal y borde
apical con cilios y algunas microvellosidades y la

. region del techo propiamente dicha, se presenta

desnuda, es decir, carente de epitelio (11,12) (figs,
3y 3a).

En el presente trabajo se compara la permeabili-
dad de las porciones superficial y profunda, utili-
zando H.R.P. inyectada via ventricular, debido a
que en otros estudios se utilizaron diversas sustan-
cias, principalmente melatonina, (10, 13, 14, 15)
inyectada por via sanguinea y observando poste-
riormente el material en la glandula. Sélo una
comunicacién (16) describe la penetracion de la
H.R.P. inyectada por via sanguinea y ventricular,
pero en este trabajo el analisis se restringio a la
porcién superficial. Teniendo en cuenta que la
porcién profunda muestra particularidades anato-
mohistolégicas, quisimos verificar si estos factores
tenian influencia sobre las caracteristicas de per-
meabilidad.

Materiales y Métodos

Para el presente trabajo se utilizaron 25 hamsters
dorados (Mesocricetus auratus), aduitos, de uno y
otro sexo, mantenidos en condiciones normales
de luz, temperatura y alimentacion.

Una vez se anestesié cada animal (Nembutal),

se procedi6 a inyectar la H.R.P. (dosis de 2 a 3 mg
por cada 10 g de peso, disuelta en 0.1 ml de agua
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Fig.3. Corresponde a una porcion del epitelio del
receso pineal localizado a su entrada; las
células son cilindricas con nicleo (NUC) basal
y abundantes organelas. rer: reticulo endoplas-
matico rugoso; ag: aparato de Golgi; mt:
microtiibulos; cb: cuerpos basales; ZA: Zénula
adherens; cl: cilios.

destilada) a través del cuarto ventriculo, utilizando
como via de acceso la membrana atlanto-occipital.
Los animales se dividieron en cinco grupos, selec-
cionandose para cada uno un tiempo de circu-
lacién del marcador asi: 2, 3, 5, 7 y 10 minutos.
Transcurrido el tiempo establecido, se perfundie-
ron a través del ventriculo izquierdo con una
inyeccion de solucion fisiolégica, seguida de so-
lucién fijadora de Karnovsky. Posteriormente, se
decapitarony con laayuda de equipo odontolégico,

bajo el microscopio estereoscopico se abri6 el
craneo manteniendo intacta la duramadre; todo
el bloque fue sumergido en fijador a 4°C. durante
tres horas y después en sucrosa al 20% toda la
noche! Al dia siguiente, se seccionaron sagital-
mente en el criostato a 20 micras de espesor; los
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Fig.3a. Muestra una parte del epitelio del receso
pineal, conformado por células ciabicas, con
nicleo (NU) redondeado y escasas organelas.
ZA: Zoénulas adherens; MIT: Mitocondrias;
CB: Cuerpos basales; CL: cilias.

cortes obtenidos se recogieron en buffer TBS
(buffer salino Trizma con pH 7.2).

La peroxidasa se revelé usando mezcla de 3-3
diaminobencidina (DAB-Sigma) al 0.05% y peréxido
de hidrégeno al 0.1% durante veinte minutos,
posteriormente se lavaron con buffer salino Trizma.

Las secciones reveladas se montaron en porta-
objetos, se pasaron por tetréxido de osmio (0.01%)
durante treinta segundos, se deshidrataron, aclara-
ron y cubrieron, procediendo a su observacién al
microscopio optico.

Resultados y discusién

En nuestro andlisis pudimos determinar que el
comportamiento del complejo pineal ante la
inyeccion intraventricular de H.R.P. es diferente
en cada porcién, entre ellas y al compararlas con
otras estructuras epitalamicas.

En periodos cortos de circulacion de H.R.P.
existe una mayor captura del marcador por parte
de la porcién profunda, observandose que a los
dos y tres minutos de inyeccién ésta ha penetrado
facilmente, detectandose tincion en las células del
area (fig.4), en tanto que en la porcién superficial
la H.R.P. no trasciende los limites de la capsula
pial (fig.4a). Si bien el acceso a la porcién profunda
es inmediato, la peroxidasa desaparece rapida-
mente de esta regién, de tal manera que a los cinco
minutos es dificil reconocerla por los métodos
utilizados por nosotros (fig.5). Es importante desta-
car que la H.R.P. alcanza a la porcién profunda
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Fig.4. Corresponde a un corte sagital de la porcién

profunda, luego de dos minutos de circulacion
del trazador.
Se observa la fuerte reaccién a nivel de la
capsula pial (flechas huecas) y hacia el parén-
quima subyacente al receso pineal (cabezas
de flechas). Algunas células muestran captura
del marcador (flechas pequenas).

Fig.4a. Corte, sagital de la porcion superficial; des-
pués de dos minutos de circulacion del traza-
dor. El producto de reaccion se aprecia hacia
la capsula.

desde el L.C.R. por el receso pineal, particular-
mente por la zona carente de epitelio, en la cual,
como se mencionod, las células estan expuestas
directamente a las sustancias presentes en el tercer
ventriculo.

Con el tiempo de cinco minutos ya se puede
reconocer invasiéon de la pineal superficial por la
peroxidasa. Parece ser que la c4psula pial de esta
porcion, ejerce el papel de una barrera temporal,

108

impidiendo el paso de sustancias hacia el interior
de ella; contrario a lo ocurrido con el epitelio
ependimario de la porcién profunda, que facilita
la penetracion del marcador.
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Fig.5. Corte sagital de la porcion profunda realizado
después de cinco minutos de circulacion del
trazador. Obsérvese como la H.R.P. ha desapa-
recido completamente de parénquima.

A los diez minutos después de la inyeccion se
alcanza la maxima intensidad de la reaccién en la
porcién superficial, no apreciandose ningtn cam-
bio en la profunda (fig.6).

Estos hallazgos nos permiten sugerir que las dos
porciones del complejo pineal actuarian de manera
diferente en el manejo de sustancias presentes en
el L.C.R.

La porcién profunda, dada su estratégica locali-
zaciéon y su comportamiento frente al marcador
podria tener un papel de sensor rapido de sustan-
cias presentes en el L.C.R, hecho éste que ya ha
sido sugerido para otras estructuras circunventri-
culares (16, 17). Subsiste, un interrogante y es como
ejerce la porcién profunda su accién sobre otras
estructuras fuera o dentro del sistema nervioso, y
otra, enlazada con ésta, es, cudles serfan las vias
para ejercer estas acciones. Se deben considerar
al menos tres alternativas, no excluyentes: pri-
mero, material sensible en la profunda, podria
provocar una respuesta en ella que se transmitiria
por via vascular a otras estructuras; segundo, el
material sensible por la porcién profunda provo-
caria una respuesta que se transmitiria via L.C.R.
y, tercero despertaria una respuesta que desenca-
denaria una actividad de neuronas propias del area
y estas, por medio de sus conexiones, activarian
centros vecinos. Para que la primera posibilidad
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Fig.6. Corresponde a un corte swagital de la porcién
superficial después de diez minutos de circu-
lacion del trazador. se encuentra a nivel del
parénquima un alto nimero de células con
reaccion positiva a la peroxidasa (flechas cor-
tas y cabezas de flechas).

se diera debia conjugarse un hecho anatémico, el
cual seria la presencia en la zona profunda de vasos
fenestrados; no podemos asegurar si esta via es
posible, pues aunque Sheridan (4) demostré vasos
de tipo continuo para la porcién profunda del
hamster dorado, no se han hecho estudios de
permeabilidad sobre ellos.

La segunda posibilidad sobre el traspaso de
sustancias desde la glandula al L.C.R. se sugiere
de nuestros resultados, tomando como via la porcién
desnuda del receso pineal.

La tercera posibilidad es la menos probable,
dada la pobreza de conexiones hasta ahora descri-
tas entre la glandula y zonas vecinas de ella. Sé6lo
se han descrito aferentes a la glandula demostradas
por degeneracion, luego de lesion de los nacleos
habenulares (21) y en la literatura revisada no existe
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descripciones de fibras eferentes de la pineal a
otras estructuras.

La captura de sustancias (H.R.P.) por ambas
porciones glandulares sugiere que el complejo
pineal podria ser activado por sustancias liberadas
al L.C.R. desde otras estructuras del sistema ner-
vioso, tales como el hipotilamo estableciéndose
un sistema de sefiales hormonales que no utilizaria
la circulacién general como via. El uso de péptidos
marcados o la inyeccién de materiales marcados
en diversas estructuras del sistema nervioso y su
basqueda posterior en el complejo pineal, serian

de gran utilidad para confirmar o negar estas
hipotesis.
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