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RESUMEN.,

Seguin diversos autoresg, el Bulbo olfatorio (B.0O.) es muy
importante en la conducta materna asi como en el reconocimiento
de las crias. También se ha demostrado la intervencidédn del
hipotdlamo en la conducta materna, y en otras funciones.

Algunos autores han reportado la presencia de oxitocina
en el B,0. y en el hipotdlamo, haciendo notar la importancia de
su intervencidn para desencadenar la conducta materna. Ademds
esta conducta puede degencadenarse también por estimulacidn
cérvico-vaginal.

El propbsito del presente trabajo es comprobar si existe
una coorelacién entre la distensién cérvico-vaginal y la
actividad del B.O. en ratas hembras virgenes y en
ovariectomizadas.

Para lo cual se hicieron registros de la actividad
eléctrica del B.0. en ratas anestesiadas con hidrato de cloral.
Se determind el estado estral mediante frotis vaginal en cada
caso. El registro del B.O, se hizo con micropipetas. La
estimulacidén del nlcleo paraventricular hipotaldmico (NPV) se
hizo con macroelectrodos monopolares. La estimulacidén cérvico-
vaginal fué externa . Tanto en ratas Iintegras como en
ovariectomizadas se explordé el B.O. hasta localizar neuronas
cuya actividad espontanea fuera evidente. Solo se estimuld NPV

cuando habia respuesta en B.,0O. a la distensidn cérvico-vaginal.



Los resultados mostraron que la frecuencia de descarga
de las neuronas registradas en B.O. aumenta en unas y disminuye
en otras, presentdndose de dos formas: 1) de una manera
paulatina y 2) de una manera abrupta como respuesta a la
distensidén cérvico-vaginal. Estos datos son comparables a lo
observado por estimulacién de NPV.

Lo observado ' nos induce a pensar que estos
comportamientos pueden deberse a: el tipo de capa del B.O.
registrada y el estado hormonal de la neurocna.

Todos estos datos han permitido concluir que la
distensién cérvico-vaginal va a provocar un cambio sobre el
nivel de actividad de las estructuras olfatorias tanto en las
ratas iIntegras como en las ovariectomizadas, ademds de
presentarse diferencias en la actividad desencadenada en las
diversas capas que constituyen al B.O,

Con respecto al NPV, se concluye que la estimulacidn
eléctrica de éste cambia la actividad en el B.O. posterior a la

respuesta provocada por la estimulacién cérvico-vaginal.
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INTRODUCCION Y ANTECEDENTES.

El sistema olfatorio es mas que un receptor de
olores; también activa y sensibiliza otros sistemas neurales,
mismos que constituyen sustratos para muchas respuestas
emocionales y patrones conductuales. Los estimulos olfatorios
provenientes del medio externo, llamados "olores familiares"
tales como el olor del nido o el olor de la leche materna, son
los primeros en detectarse. La captacién de las ferohormonas y
la aceptacidén de las crias hace evidente el papel que el
sistema olfatorio tiene en la conservacidén del individuo y de
la especie. (Guevara-Guzmidn, y cols. 1991).

Los centros nerviosos receptores del olfato se
desarrollan muy temprano en la higtoria de los vertebrados
(Pirlot, P. 1979). El estudio comparado en diferentes especies
dé mamiferos revela variaclones considerables en las vias
olfatorias y sus terminaciones . En reslimen, ha habido una
congregacidén de losg centros anteriores (bulbos y ldébulos) bajo
el encéfalo, asi como una transferencia en direccién dorsal,
hacia la corteza. Esto es evidente en los llamados animales
macrosmiaticos, como por ejemplo los carnivoros en los cuales el
gistema olfatorio esta mas desarrollado que en los

microsmidticos, como es el caso del hombre.



DESARROLLO ONTOGENICO DEL RECEPTOR OLFATORIO.

En el estudio ontogenético Cuschieri y Bannister (1975)
dividieron en 5 fases el desarrollo del receptor olfatorio de
los ratones:

Fase 1l.-Abarca hasta el dia embrionario 10, que se
inicia con la formacidén de la placoda y predominio de 2 tipos
de células, una de las cuales dard origen a los receptores y la
otra, dard origen a las células de sostén.

Fase 2.- El dia embrionario 11 comprende la formacidn de
los nervios olfatorios que preceden siempre a la formacidén de
las dendritas; en el epitelio en desarrollo, se observa la
presencia de tres tipos de células.

Fase 3.-Se inicia a partir del dia embrionario 12, con
la formacidn de las dendritas,el receptor empieza a adquirir la
forma de célula bipolar, los nervios olfatorios alcanzan al
bulbo olfatorio (B.O.)

Fase 4.-Abarca del dia embrionario 13 al 18,durante esta
fase ocurre la diferenciacion finai del receptor y maduracidn
de los cilios olfatorios; en esta etapa se forman las uniones
comunicantes <<GAP>> y <<tight>>, entre los receptores, hay
proliferacidén y desarrollo de las células de sostén; para que
en la iltima fase,

Fase 5. Se alcanza la maduracién de las células de
gsostén y la formacidén de las gldndulas de Bowman. { dia

embrionario 18).



Se ha considerado que los quimiorreceptores olfatorios
derivan embrioldgicamente de la placoda olfatoria que es de
origen ectodérmico.

Las uniones de los nervios olfatorios con el bulbo
olfatorio representan la integracién del sentido hacia el
sigstema nervioso central.

Este modo de desarrollo que se observa en los
vertebrados, sugiere que el sentido de la olfacidn es antiguo,
y que hubo la necesidad de formarse un centro sensorial en la
extremidad anterior de estos animales ya que es la primera que
entra en contacto con el medic que le rodea, e inclusive en la

seleccidn de sus alimentos.

DESCRIPCION ANATOMICA DEL ORGANO DE LA OLFACION.

La forma tipica y primitiva del Grganc de la olfacidén es
la de un saco situado en el extremoc anterior de la cabeza y
abierto por lo mencs en su parte anterior.

Las funciones propiamente sensoriales del d6rgano estén
localizadas en una mucosa olfatoria denominada membrana de
Schneider. Esta se encuentra formada por un neurcepitelio
replegado, en el cual se localizan las células de sostén o
intersticiales, que son alargadas y superpuestas a las células
mucosas. Entre las demds células del epitelio se encuentran
distribuidas las células sensoriales que son bipolares. (fig.

1).



Cilio

Baston oltatorio

0.0 N/, o\le o/
Bairas terminales N ( (/4

9 ,
Al 1
‘1". Gk 4?*¢ﬂ'q=f

Dendrita m {) '

Célula %
subtentacular u w
Célula %
receptora

Reticulo =—— o

endoplismico Vi
fra o

>=
Membrana basal

Axones
{fibras d|| nervio olfativo)

Fig. 1.- Esquema en el que se muestra la
estructura Yy las celulas de la
mucosa olfatoria. Tomado de Best
y Taylor (1986).



En el olfato es esencial que quimicamente las sustancias
voldtiles estén en solucién para que se disuelvan y puedan ser
detectadas por los receptores,

La funcién de los quimiorreceptores es detectar
sustancias quimicas, simples o compuestas, e informar a los
centros nerviosos de la composicidn y caracteristicas de dichas
sustancias. (Tresguerres, 1992).

El centro de informacién al que conectan los receptores
es el Bulbo Olfatorio, que se describe a continuacidn.

El bulbo olfatorio comprende dos subdivisiones, el B.O.
principal y el B.0O. accesorio; el primero recibe entrada de la
mucosa olfatoria y el 6rgano septal y el Gltimo solo del 6rganc
vomeronasal.,

Las diferentes capas que conforman el B.O. de una rata
adulta son: las células mitrales y las empenachadas, las que
reciben la informacién periférica de los receptores y 1la
transmite a las estructuras del sistema nervioso central. Dos
tipos de interneuronas destacan, las periglomerulares y las
granulosag; numerosas evidencias sefialan a estas células como
el lugar donde se ejerce la regulacidén centrifuga sobre el B.O.
(Fig. 2).

La diferencia y el tamafio del B.O, se correlaciona con
la llegada de los axones del nervio olfatorio. En experimentos

de seccién bilateral del B.O. se  observd que,
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Fig. 2.- Fotomicrografia de un corte histoldgico del
bulbo olfatorio que muestra las diferentes
capas. tincidén con rojo neutro.



los nervios se organizaban de tal manera, que avanzaban,
penetrando hasta la neocorteza, para alli formar el glomérulo
olfatorio., (Guevara-Guzmdn, y cols. 1991).El1 B,0. accesorio
inicia su desarrollo mas temprano que el B.O. principal y lo
culmina antes del nacimiento ya que las células mitrales son
las primeras en desarrollarse. (Guevara-Guzmdn, y cols. 1991),

Un hecho interesante que se destaca en el desarrollo del
B.0. es la aparicidn temprana de sindpsis de tipo inhibidor que
se establece entre un B.,0. y el contralateral., Algunos autores
reconocieron la presencia de una cierta selectividad a los
olores por los receptores, desde el nacimiento. ( Gesteland y
cols.1982),

Dentro de los neurotransmisores involucrades en la
transmigidén sindptica del B.O. se encuentran la dopamina,
la norepinefrina, la serotonina, la acetilcolina, el A4&cido
gamaamincbutirico, el d&cido glutdmico y la colecistoquinina
entre otros. Algunos de estos se han localizado en capas
especificas, como por ejemplo, la dopamina se localiza en la
capa glomerular, donde se ubican también las células
periglomerulares y las empenachadas (plexiformes) externas.
(Guevara-Guzmdn, y cols., 1991).

Con el advenimiento de la técnica de la 2-desoxiglucosa,
que permite traducir la actividad funcional del tejido por su
consumoc de glucosa, se ha podido avanzar en el conocimiento
de la actividad del B.O. durante su desarrollo. (Guevara-

Guzmdn, y cols. 1991).



Estudios previos han descrito las respuestas neurales en
el hipotdlamo lateral para los olores y para las descargas del
B.0. Scott y Pfaffmann (1972), estudiaron los receptores de las
neuronas hipotaldmicas a diferentes tipos de olor, asi como la
respuesta de estas mismas neuronas al estimular eléctricamente
el B.O, Las respuestas del olor solamente se encontraron en el
hipotdlamo en un drea donde las neuronas se pueden registrar
con la descarga del bulbo olfatorio y donde se pudo demostrar
la presencia de axones degenerados después de lesionar la
corteza olfatoria.

Se sabe bien que los olores de los alimentos son
activadores poderosos de los receptores olfatorios y por otra
parte la actividad del hipotdlamo esta modulada por el estimulo
del olor.( Garcia-Diaz, y cols. 1984).

Por otra parte el hipotdlamo proporciona la via de
salida importante a través de la cual el sistema limbico
controla muchas de las funciones principales del cuerpo.

El hipotdlamo es una confluencia de muchas trayectorias
reciprocas de la neuropila hipotaldmica entre el sistema
limbico prosencefdlico, el sistema limbico, mesencefdlico,
ademds de un sistema de control motor.

Las proyecciones olfatorias observadas para el



hipotdlamo lateral y el A4rea predptica lateral usando las
técnicas de la peroxidasa de radbano (HRP) confirma wuna
interrelacién cercana entre el hipotdlamo y el sigtema
olfatorio. (Guevara-Aguilar, y cols, 1985).

En una serie de experimentos realizados (Garcia-Diaz, y
cols., 1984), se demostrd que existe una entrada indirecta
del tracto gastrointestinal via nervio neumogdstrico
hacia el B.0. Los mismos autores demostraron que la distensién
del estdmago modifica la percepcidén de los olores asociados con
la alimentacién en la rata.

Existe una relacién reciproca entre el B,0. y el Nicleo
del Tracto Solitario  (NTS) el cual es modificado por la
distensién del estdémago, este, a su vez esta implicado en la
percepcidn de los olores relacionados con el alimento.

El Nicleo Paraventricular (NPV) juega un papel
importante en la conducta de la alimentacién. Se han demostrado
conecciones reciprocas entre el NTS y el NPV, El1 dato
electrofisiolégico establece que el NPV tiene conecciones
monosindpticas directas con el NTS. (Ortega-Villalobos, y cols.
1990).

La probabilidad de una trayectoria adicional de el NTS
al B.O. via NPV, el cual podria inhibir la informacidén mediada
del B.O. es interesante. El papel preciso del NPV en la

conducta alimenticia es todavia obscurc sin  embargo,



el estimulo del B.0 y la distensién gdstrica reducen la

actividad neuronal en el NPV, (Guevara-Guzmdn, y cols. 1991),

El nicleo paraventricular del hipotdlamo es
particularmente interesante. Esta estructura envia axones
a neuronas: parasimpdticas vagales, simpdtico espinales,

preganglionares, asi como para las neuronas sensoriales vagales
en el nicleo del tracto solitario. Por lo tanto parece ser que
el nilcleo paraventricular hipotaldmico puede controlar la
expresién de las funciones autondémicas por medio de la accidn
directa sobre 1§s aferencias autdénomas y sobre las neuronas
sensoriales las cuales forman la rama aferente de los reflejos
auténomos del tronco cerebral.

Las células del nilcleo paraventricular (N,V,) y del
nicleo supradptico (S.0.,) se conocen por ser las responsables
de la sintesis y de la liberacién de la hormona oxitocina y
antidiurética (HAD), respectivamente hacia el lébulo neural de
la glandula pituitaria, estas indudablemente son las neuronas
mas prominentes y facilmente identificables en el hipotdlamo.
(Cross, 1968).

El nlcleo paraventricular hipotaldmico contiene neuronas
magnocelulares a las que se les atribuye la segregacién de
oxitocina.

Las neuronas magnocelulares constituyen un sistema

cuya organizacidn anatdmica,los productos de la secrecidn
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asi como las hormonas que son liberadas estdn bien definidos,
estos rasgos son la razdn fundamental del acercamiento bdsico
de la mayoria de los estudios electrofisioldgicos del sistema
magnocelular; por otra parte, las neurcnas y sus axones son
accesibleg a las técnicas del registro con microelectrodos
y al estimulo eléctrico que permite el andlisis de sus
propiedades eléctricas. (Poulain y Wakerley, 1982},

Es sabido que 1la 1liberacidén de oxitocina ayuda al
transporte de la leche desde las gldndulas de la mama hasta los
pezones durante la succidn, y ademds interviene en la expulsidn
del feto al término de 1la gestacién, estimulando las
contracciones del misculo uterino.

Ferguson {1941) reportd que 1la dilatacidén del cervix
ocasionado por el feto durante el parto inducia a la liberacién
de oxitocina que a su vez promueve las contracciones uterinas
para expulsar el producto.

Brooks, y cols, (1966) observaron que la distensidn del
titero en gatas en post-partum aumenta las unidades de descarga
en el NPV y evoca una respuesta a la expulsidén de la leche.

Durante el reflejo de la expulsidn de la leche inducida
por la lactancia en la rata lactante, una proporcién de las
células neurosecretorias en ambos nidclecs SO y PV
despliegan una alta actividad eléctrica caracteristica.

La rata lactante ofrece un modelo experimental en el
cual es posible estudiar en vive el comportamiento de 1las
neuronas magnocelulares durante la liberacién especifica de la

11



oxitocina. (Poulain y Wakerley,1982}),

Richard (1970) observé que con la distensidén vaginal en
la oveja lactante ocurria en paralelo un aumento de la presién
intra mamaria atribuida a 1la presencia de oxitocina y
analizd el aumento de la actividad eléctrica registrada en el
tallo pituitario.

Se ha observado un aumento en la actividad neural del
NPV y en la liberacidén de oxitocina como respuesta a la
distensidén vaginal en la rata. Las aferencias uterina viajan
al sistema nervioso central por el nervio hipogédstrico y el
pélvico en la rata. Son posibles sendas aferentes que comunican
su informacidén al canal reproductor para el NPV, (Akaishi, y
cols.1988) .,

Varios estudios han demostrado el papel que desempefian
los esteroides gexuales en la regulacidn de la liberacién de
oxitocina en respuesta a la distensidén vaginal. (Roberts. 1971
b).

Se ha demostrado que las neuronas del NPV cambian su
actividad de descarga espontdnea durante el ciclo reproductivo
y los cambios pueden estar correlacionados con los niveles de

estrdgeno y progesterona en la sangre.
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Barraclough y Cross (1963) estudiaron las ratas hembras
en diestro, proestro y estro encontrando evidencias
cuantitativas de una respuesta diferencial de las neuronas
hipotaldmicas laterales en estas tres faseg del ciclo sexual.

Roberts y Share (1968/1969) proponen que el tratamiento
con estrdgenos y progesterona modifica la respuesta de la
secrecidén de oxitocina 1liberada al ocurrir la distensién
vaginal. Roberts (1971 b) presentd evidencias para un sitio
central de accién inhibitoria de progesterona en el cerebro;
propone a la formacidn reticular mesencefdlica como el sitio en
el cual la progesterona modifica la liberacidn de la oxitocina,
ya que es al mismo tiempo sSensible a la progesterona y es
crucialmente importante en la transmisidén del estimulo que
libera a la oxitocina.

Fahrbach, y cols. (1985) estudiaron el papel de la
oxitocina enddgena en el comportamiento de la rata, comprobando
que eg capaz de facilitar el comportamiento materno ain en las
ratas virgenes previamente tratadas con estrdgenos y aunque

egsten ovariectomizadas.
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HIPOTESIS.

Comprobar si existe una coorrelacidén entre la porcidn
cérvico-vaginal y el propio bulbo olfatorio en ratas hembras

virgenes integras y en ovariectomizadas.

OBJETIVOS.,

En el desarrollo de la presente tesis, los objetivos
principales fueron:

1) Detectar 8i hay un posible cambio en la respuesta
unitaria del B.O. ante la distensidn cérvico-vaginal.

a)En diferente estado estral de la rata.

b)En las diferentes capas celulares del BO.

c)Ante la estimulacién del NPV:

2) Observar las posibles diferencias entre vratas

integras y ratas previamente ovariectomizadas.
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MATERIAL Y METODO.

Condiciones Previas al Experimento.

Se usaron 46 ratas hembras, adultas, virgenes de
la cepa Wistar, con un peso corporal de 160-220 g. Se
separaron en dos lotes: 1) ratas integras y 2) ratas
ovariectomizadas. Se colocaron 1 & 2 ratas en cajas de
plastiro de bioterio ( 23 X 33 x 16 cm. ), se les puso
una capa de aserrin, que se les cambid cada tercer dia,
para evitar cualquier proliferacién de microorganismos.

El agua se suministrd por un bebedero adecuado para
este tipo de animales, el cual consistia en una botella
con un tapén de pldstico y un tubo de vidrio. El alimento
que se administrdé fué en comprimidos ( Purina ) especial
para ratas , llenando el depdésito de alimento cada dia
(Fig. 3). El aseo de las jaulas y el cambio de agua y
alimento se hizo diariamente a las 10 de la maifiana.

Las ratas se mantenian en condiciones de
laboratorio a una temperatura ambiente de 25 ° C en
promedio, con un fotoperiodo luz-obscuridad dependiendo de

la iluminacidén ambiental.

Determinacidn del estado estral.
Se determind el estado estral de cada una de las
ratas mediante frotis vaginales que se llevaron a cabo de

la siguiente manera:

15



Fig. 3.-La presente fotografia muestra el mantenimiento
rutinario de las ratas, en una caja conteniendo
aserrin, agua y alimento en comprimido (purina).



Se tomaron muestras del exudado vaginal con una
pipeta de vidrio hecha exprofesamente 1la cual contenia
solucidén salina isotdnica al 0.9 % . La muestra obtenida
se colocaba en un portacbijetos, y cubierta con
cubreobjetos se procedia a examinarla al microscopio. No
hubo necesidad de tefiirla. Este proceso se realizaba de
manera rutinaria unas horas antes de efectuarse el
registro de la actividad eléctrica.

Para el registro se seleccionaron aquellas ratas
que se encontraron en estado de diestro-proestro,

proestro, proestro-estro, o estro.

Cirugia para las ratas ovariectomizadas.

Se colocaba al animal dentro de un frasco de
vidrio el cual previamente contenia una toalla de papel y
un algodén impregnado de éter con el cual se anestesiaba.

La razén por la que se utilizd éter como anestésico
fué porque esta cirugia no requiere de una anestesia de
larga duracidén, ademds el éter es un anestésico voldatil
que permite una rdpida recuperacidn.

La rata ya anestesiada se sacaba del frasco y se
rasuraba de los costados, donde ge llevaria a cabo la
cirugia.

El animal se colocaba en una mesa previamente

preparada con lo necesario para llevarse a cabo la cirugia
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como es: tijeras, pinzas, agua, algodoén, hilo
esterilizados, caja de petri con solucidén sgalina, vy
merthiolate para desinfectar la lesidn.

Se procedid a cortar la piel y sgepararla, para
posteriormente, cortar el miisculo y extraer el ovario
mediante la técnica sugerida por la Maestra Dolores
Aguayo. (Fig. 4).

Con un pedazo de hilo esterilizado se amarraban
lags trompas de Falopio y S8e cortaba el ovario, é&ste se
colocaba en una caja con solucifn salina para examinarlo y
verificar si estaba integro. Ya realizada la extraccidn se
procedia a suturar al animal.

Se limpiaba la herida con mertiolate para evitar
infecciones y se colocaba a la rata en una caja con las
condiciones de higiene antes mencionadas debajo de una
lampara para proporcionar calor al animal,ademds alimento
y agua ad libitum,

Al cabo de 24 hrs. el animal ya recuperado de la
anestesia y de la operacidén se mantenia bajo un
fotoperiodo luz-obscuridad dependiendo del medio ambiente,
asi como la temperatura que era aproximadamente de 25 ° C
y se le mantenia en estas condiciones durante 8 o 10 dias
para su recuperacién total y sin alteraciones de su
organismo para poder utilizarlas posteriormente para el

registro electrofisioldgico.
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Fig. 4.- Fotogratia que muestra el momento en que se lleva a
cabo una ovariectomia. ba tecnica que se siguio fué
la indicada por la Maesrra Dolores Aguayo del Ins
tituto de BEstudios Biomédicos UNAM.
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Cirugia para las ratas control previo al registro
electrofisioldgico,

La rata se anestesiaba con una inyeccidén aplicada
intraperitonealmente de una solucién de hidrato de cloral
( 400 mg/kg de peso corporal ). (Fig. g).

Se selecciond éste, por sSer un anestésico
disociativo que no deprime tanto la actividad neuronal,
como ocurre con otros.

En todos los casos se anotd la hora en la que se
aplicé la primera anestesia, asi como la dosis aplicada y
se valord periodicamente el grado de anestesia observando
los reflejos pupilares y flexores.

La rata se rasurd para quitar el exceso de pelo de
la regidén en la que se realizé la cirugia.

Se montdé al animal en un aparatoc estereotdxico de
Horsley y Clark, el cual sirve para fijar la cabeza de la
rata y asi se pudo lesionar, estimular, y registrar la
actividad eléctrica en los sitios precisos y con base en
las coordenadas indicadas en el atlas. (Fig. 6).

El electrocardiograma ( EKG ) en el animal se
monitoredé sgiempre utilizando alfileres de seguridad
metdlicos los cuales se insertaron en la piel a nivel

toracico, sirviendo como electrodos de registro.

20



Fig.5.- En la presente fotografia ge
muestra la manera rutinaria
para anestesiar a la rata
intraperitonealmente con una
solucién de hidrato de cloral
(400 mg/kg de peso corporal).
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Fig.6. -

En la presente fotografia se muestra el aparato
estereotaxico de Horsley y Clark, incluyendo una
torre micromanipuladora.
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Montaje del animal en el aparato estereotdxico.

Se verificd que los "ldpices aurales" estuvieran en
el armazdén, fijando uno de ellos firmemente del lado
opuesto al que se este maniobrando. Se introduce el 1ldpiz
que se encuentra fijo, en el orificio de 1la oreja del
animal, posteriormente se fija el otro extremo, y se
verifica que ambos ldpices se encuentren centrados y que
el animal no tenga movimiento hacia los lados.

Para evitar movimientos de la cabeza en sentido
vertical, se sujeta el hocico y la regidn nasal con la
placa que se encuentra al centro del estereotdxico. (Fig.
7).

Con el bisturi se hizo una incisidén longitudinal en
la piel y se expuso el hueso del créneo, (Fig. 8) se
identificdé la linea media y las suturas bregma y lambda,
las cuales se colocaron en el mismo plano con ayuda de
la torre de calibracidén, Se selecciona el drea deseada de
acuerdo a las coordenadas del atlas del cerebro de la
rata de Paxinos y Watson (1982) y se marca con un ldpiz
sobre el crdneo mismo del animal.

Con un Moto-Tool Dremer de 115 volt, 0.9 AMP,
Modelo 280 ( el cual, tiene una fresa de dentista ), se
hacen los trepanos en el punto seleccionado dejando
expuesto el tejido cerebral. Para mantener el tejido en
condiciones Optimas, se cubre con aceite mineral. Todo se

hizo siempre con el animal anestesiado.
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Fig.7.-

Se observa el aparato de Horsley y Clark, para
la colocacion del animal anestesiado. Con niimeros
se senala: 1)1ldpices auraleg,evitan el movimiento
de la cabeza hacia los lados; 2)placa central que
evita el movimiento de la cabeza en sentido
vertical.
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Fig.8.- Fotografia de una rata ya colocada en el aparato
de Horsley y Clark. Se observa la incisidn
longitudinal en la piel de la cabeza exponiendose
el hueso del craneo del animal. Todo se hizo con
el animal sometido a anestesia general.
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Registro de la actividad eléctrica.

El registro del B.O. se hizo con micropipetas de
vidrio cuya resistencia siempre se media y se
seleccionaban aquellas que dieran un valor de 7 a 15
megaohms. Se les colocaba un alambre de plata alemana en
su interior para usarlos como electrodos de registro.

Elaboracidén de electrodos.

Se utilizd un estirador de pipetas marca Narishige,
se calibré a un magneto de 3 unidades y un calentamiento
de 5 unidades para que se tuviera un intervalo de 15
amperes.

Se fija el tubo capilar a los cabezales del
"taladro" en ambos extremos y se presiona el botdén de
arranque (START), obteniendo 2 pipetas cada vez. (Fig.9).

Posteriormente se rompe la punta de la micropipeta
con una placa metdlica ayuddndose de un microscopio.
(Fig.10).

Para llenar la micropipeta se utilizé una aguja
Ksrpool No.27 ( ortodoncia ) soldada a wuna aguja
Hipodérmica. (Fig. 11).

La solucidén a wusar para el 1llenado de la
micropipeta en este caso fue Azul de Pontamina que se
prepard de la siguiente manera:

Azul de Pontamina: 20 ml Acetato de Sodio 0.5 M.

200 ml Azul de Pontamina.
20 ml Agua Destilada.
( Filtrar 3 veces ).

26



Fotografia que presenta: l)estirador
de pipetas; 2)microscopio conocular
micrométrico para medir la punta de

la pipeta.



Crey,

Fig.10.-Microscopio y placa metdlica con la

cuil se rompen las puntas de las
pipetas (izquierda). Recipiente para
protejer y colocar las pipetas
(derecha) .
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Fig.11l.-Fotografia que muestra cémo se llevd a cabo

el 1llenado de la micropipeta, con azul de
pontamina.
Detalle de una aguja krspool No. 27 soldada
a una aguja hipodérmica. (Facilitada por el
Sr. Carlos de los Santos, Técnico Académico
de Fisiologia, Fac. de Medicina UNAM) .
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La micropipeta se pone en la torre y se coloca de
acuerdo a las siguientes coordenadas: Anterior (A)= 7.0 a
8.0 por delante de Bregma; Lateral (L), a la linea media
0.5 a 1.0 y de Profundidad (H) tomando en cuenta desde la
superficie (B.0) 1.0 a 3.0. (Fig. 12).

Para estimular alnicleo para ventricular
hipotaldmico se utilizé un macroelectrodo bipolar
fabricado con un tubo de acero inoxidable No.23, se metid
al interior del tubo un Nicrom calibre 32 aislado con
barniz a una temperatura de 150 ° C , con una resistencia
de 200 a 250 kiloohms.

El electrodo se colocd en una segunda "torre" de
acuerdo a las siguientes coordenadas: Pogsterior (P) = 1.5;
L = 0.0 linea media; H = 8.0 de la superficie (NPV).

Para estimular se aplicaron pulscs cuya intensidad
era de 0.5 a 10 miliamperes y de 4 seq. de duracidn.

La estimulacién cervico-vaginal fue externa, por
distensién con una sonda de Foley utilizando un Inyector
Compact, Modelo No.975. (Fig.12).

La sonda de Foley, consiste en un tubo de
polietileno que se colocaba por uno de sus extremosS a una
jeringa de 5 cm con 3 cm de agua, el otro extremo se
sujetaba con un hilo y la punta se eliminaba para poder
insuflarlo, se introducia por el esfinter externo de 1la
vagina.

Mediante este sistema se inyectaba 1 ml de agua
destilada y se sostenia distendido durante 1 min al final
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Fig.12.-Se observa al animal "'montado® en el aparato
estereotdxico, la micropipeta es sostenida
por la torre e introducida en el cerebro del
animal. Para la estimulacidn cérvico-vaginal
se utiliza una sonda de Foley y un inyector
(a la derecha).
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del cual cesaba la distensidn.,

Con el microelectrodo se exploraba el B.O. hasta
localizar aquellas neuronas cuya actividad espontdnea fuera
evidente y constante,

S6lo se estimuld NPV cuando habia respuesta en B.0O. a la
distensidn cervico-vaginal,

Se amplificaron los potenciales obtenidos en B.O. con
ayuda de un preamplificador marca Grass modelo P-16 por su
valor de impedencia, y la seflal se proyectd en un osciloscopio,
conectado a una grabadora que permitidé que se almacenara la
informacién en una cinta magnética,

Al término del registro se marcaron tanto la unidad
registrada en el B.O, como la estimulada en el NPV, para lo
cual se paso una corriente de 25 miliamperes durante 4 min,
para inyectar el azul de pontamina en el caso del B.0. y de 6
miliamperes durante 3 s para el NPV y posteriormente se marcaba

con una solucidn saturada de ferrocianuro de potasio.

Perfusion.

Se sacrificaron a los animales por medio de una
sobreddsis de la misma anestesia y se procedié a perfundir al
animal de la siguiente manera:

Se descubridé el corazdén y se canalizd en el ventriculo
izquierdo, con unas tijeras finas se cortd el ventriculo

derecho, se perfundidé con 150 ml de una solucién salina
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fisioldgica al 0.9 % . La solucidén se tenia en un frasco a 1.5m
de altura para que la solucién corriera por gravedad. En
seguida se perfundié con 150 ml de formol al 10 % hasta
observar que cesaran los efectos que se producen como son,
contracciones musculares en todo el cuerpo y rigidez que
indicaban una buena perfusidn.

La solucidén de formol al 10 % estaba saturada con
ferrocianuro de potasio, para que se depositara en la regidén
del NPV al que se pasd corriente directa a través del
electrodo, dejando una mancha de color azul.

Se corté la cabeza del animal y se colocd en un frasco
con formol al 10 % por un tiempo minimo de 24 hrs. para
asequrar la fijacién.

Posteriormente se extrajo cuidadosamente el cerebro,
colocandolo en un frasco con formol al 10 % hasta el momento de

hacer los cortes histoldégicos.

Histologia.
Se lavd el cerebro entero durante 3 6 5 min. en agua de
la llave, para lavar el exceso de ferrocianuro.
Se selecciond unicamente el &rea deseada de todo el
tejido cerebral, o sea el B.0. y el drea que comprendia al NPV,
Se colocdé el tejido en un microtomo por congelacién

marca Leica, modelo KRYOSTAT 1720 el cual se gradudé a -15°C
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durante 15 min, dando el tiempo suficiente para que se
congelara el tejido de manera uniforme, el criostato permitia
también el enfriamiento de la cuchilla.

Se gradud el criostato para gue se obtuvieran cortes de
40 micras.

Los cortes se depositaban cuidadosamente conforme se
obtenian en un recipiente con solucién salina isotdnica, o
directamente en los portacbjetos en el caso del B.0. impidiendo
su deterioro por manipulacién.

Se procedidé a montar los cortes en los portaobjetos, los
cuales previamente se impregnaron con una capa de gelatina que
girve para que el tejido se adhiera evitando perderlos al
tratarlos con la técnica de tincidn.

Posteriormente los portacbjetos conteniendo los cortes
se colocaron inclinados sobre un trozo de papel filtro, para
escurrir los residuos de aéua. Ya sgecas las laminillas ge
tifieron de la siguiente manera:

Los cortes del B.0. se tifileron con rojo neutro y los de
NPV con Violeta de Cresilo, siguiendo las técnicas de tincidn.

Preparacidon de la solucidn de rojo neutro.

Acetato Buffer pH 4.8 40 ml.

Rojo Neutro al 1 % 1 litro.

Acetato Buffer pH 4.8,

Acido Acético 0.1 N 500 ml.

Acetato de Sodio 0.1 N 750 ml
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Tren de tincibén y deshidratacidn para el rojo neutro.

1 lavado en agua destilada,

T " alcohol al 70 %
1o " " 95 ¥
2 L " " 100 %
2 " " " Xileno.

Preparacidén de la solucidn de violeta de cresilo.

Violeta de Cresilo 3gq,

Agua Destilada BO cc.
Alcohol Etilico 20 cc.
Oxalato de Amonio 0.8 g.

Se disolvid primero el violeta de cresilo en el alcohol

y luego se agregd el oxalato de amonio y el agua destilada.

Tren de tincién y deshidratacidn para el violeta de
cresilo.

2 lavados en Agua Destilada.

2 " " alcohol al 96 %

2 " " " absoluto,

1 U " alcohol-xilol (1/2 alcohol absoluto, 1/2
xilol).

2 " " xilol.
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Al concluir la fase de tincidén y deshidratacién se
pusieron unas gotitas de resina sintética y se montd el
cubreobjetos.

Se verificd el punto exacto del registro y los sitios
del estimulo al NPV microscdpicamente, con ayuda del Atlas del

Cerebro de la Rata de Paxinos y Watson, (1982).

Andlisis de los registros:

Las seflales en la cinta magnética se introdujeron en una
ventana discriminatoria de la marca Winston Electrdnica, modelo
RAD-11-a. De esta manera los potenciales podian ser
discriminados con base en su amplitud, seleccionando los de
mayor intensidad, Los potenciales asi seleccionados fueron
transportados a un convertidor digital-analdgico a una
computadora (Denki Corona modelo No.975.). Los datos asi
procesados se obtuvieron en un histograma de frecuencia, los
cuales se graficaron por medio de un inscriptor Hewlett Packard
modelo 7470A. Este programa se llamd "Espiga" y fué elaborado
por el Maestro Arturo Aldana (Fig. 13).

Los datos obtenidos de los histogramas de frecuencia en
coorrelacidén con la histologia se analizdron estadisticamente
con el método discriminatorio candnioco utilizando el paquete
estadistico SISTAT (Ver. 2.1). facilitado por el Dr.Salas del

Instituto de Estudios Biomé&dicos. UNAM.
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Fig.13.-Fotografia que presenta un aspecto en conjunto
de todo el sistema de registro, facilitado por
el Depto. de Fisiologia de la Fac. de Medici-
na UNAM.
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RESULTADOS .

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Se registraron los potenciales en el B.0. en respuesta
al estimulo cérvico-vaginal de 46 animales, de éstos, 23 se
utilizaron como grupo control y los 23 restantes como grupo
experimental {(animales ovariectomizados).

Los resultados en el grupo control mostraron (Cuadro 1)
efectos de diferentes frecuencias en las 23 neuronas
registradas en el B.O. con relacidn al estimulo dado. 14 de las
23 neuronas exhibieron una disminucién en la actividad (Graf.
1) y 9 aumentaron la actividad (Graf. 2) con respecto a la
frecuencia iniecial.

La histologia ayudd a localizar la s8ituacién del
electrodo de registro, por la marca de azul de pontamina en los
gitios en donde se obtuvo respuesta en el B.0O, (Fig.14). Se
tomd como referencia el atlas estereotdxico de Paxinos y Watson
(1982). La Fig.14 se basa en el atlas de Burton (1980), en
donde se pueden ver las diferentes capas. Los nimeros indican
los sitios de algunas neuronas registradas.

El que Se tuvieran registros en las diferentes capas del
B.0. nos permitid obgervar que la actividad en la frecuencia de
las neuronas varia.

De los 23 animales registrados (Cuadro 1) 7 neuronas
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GRUPQ CONTROL

PESO COORDENADAS HISTOLOGICAS
CORPORAL PROFUNDIDADS LOCALIZACION EFECTO POR DISTENSION RECUPERACION | CESO
FASE @ ANTERIOR LATERAL 7 V] DE LAPIPETA DISTENSION EN INICIAL Y REBOTE | DE LA FRECUEN- LA
LA FRECUENCIA | RESPUESTA CIA INICIAL FREC.

PROESTRO 204 7.2 1 154 |GLOMERULAR DISMINUYE 154 - 2288] S

PROESTRO 204 7.2 1 154 |GLOMERULAR DISMINUYE 172 - 1364 NO

PROESTRO 163 78 1 200 |GLOMERULAR AUMENTA 1152 - S4 NO

PROESTRO 169 7.8 1 290 |GLOMERULAR AUMENTA 1152 - 864 NO

PROESTRO 194 8 0.7 780 |PLEXIFORME-EXT  JAUMENTA 157 147.5 425] NO

DIESTRO-PROESTRO 205 8 1 753 [GLOMELULAR Y AUMENTA 133 99 18 Si
PLEXIFORME-EXT

DIESTRO-PROESTRO 188 78 1 1,756 |ENTRE PLEXIFORME JAUMENTA 177.6 136.8 384 NO
EXT. E INT.

PROESTRO-ESTRO 138 7.5 1 586 |PLEXIFORME EXT.. |DISMINUYE 270 - 28} NO
Y MITRAL

PROESTRO-ESTRO 166 ] 45 560 |GLOMERULAR AUMENTA 120.4 - 185 St

PROESTRO-ESTRO 166 6 0.45 560 | GLOMERULAR AUMENTA 129 - 1892] si

PROESTRO 174 7.05 1.62 741 |PLEXIFORME-EXT. DISMINUYE 208 - 16 NO
Y MITRAL )

PROESTRO-ESTRO 160 6.5 0.5 788 |GLOMERULAR JDISMINUYE 508.2 - 1176 NO

PROESTRO-ESTRO 198 7 0.6 1.628 {GRANULOSA DISMINUYE 330 - 80] st

PROESTRO-ESTRO 198 7 0.5 1,628 |GRANULOSA DISMINUYE 215 - 6] s

ESTRO 178 7 1 665 [PLEXIFORME-EXT | DISMINUYE 114 - 36| NO
Y MITRAL

PROESTRO-ESTRO 215 72 1 1,840 |GRANULOSA JDISMINUYE 336 - 105.6 NO

PROESTRO-ESTRO 153 78 o7 1,171 [PLEXIFORME-EXT  |AUMENTA 369.6 - 1452] NO
Y MITRAL

ESTRO 210 8.2 1 675 |PLEXIFORME-EXT  [AUMENTA 190 - 646 NO
Y MITRAL

ESTRO 178 745 .51 2.045 {GRANULOSA DISMINUYE 332.5 - 475( s

PROESTRO-ESTRO 220 8.6 0.4 772 | GLOMERULAR Y DISMINUYE 220.8 - 38| S

|PLEXIFORME-EXT

PROESTRO 210 7.85 1.5 2.314 JGRANULOSA DISMINUYE 168 - 72 St

PROESTRO-ESTRO 206 7.45 04 1,799 | GRANULOSA DISMINUYE 1632 - 18.2] NO

DIESTRO-PROESTRO 200 8 0.7 3,697 {MITRAL DISMIUYE 250.3 - 100 NO

Cuadro

1.-

Grupo Control.

de las neuronas registradas,
de la pipera en las diferentes capas del bulbo alfatcrio,

estral del animal.

Ratas Integras.
334 como su ubicacion histolodtica,
el pesc y el estrado
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En el presente cuadro se muestra la frecuencia

la localizacibn




(3]
(o]
J

Numero de espigas por 4 s

o

J

385
(s)

Graf., 1.,-Muestra la frecuencia de descarga del B.O.
ante la distensién cérvico-vaginal. La pri-
mera flecha en direccidn descendente sefiala
el inicio de la distensién, la segunda el
momento en que se alcanzd 1 ml en la sonda.
La tercera flecha que es ascendente marca
el cese de la distensién. NGtese el decre-
mento en la frecuencia de la neurona que se
localizd en la capa glomerular.
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Numero de espigas por 4s

604

460
(s)

Graf. 2 .- Se observa que al cesar la distensidn,lentamente
se va incrementando la frecuencia de descarga de
la neurona localizada en la capa mitral-plexifor
me interna.
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Fig. 14.-Esquema que muestra las diferentes
capas que conforman el bulbo olfatorio;
E = ependimal, EP = plexiforme externa,
Gl = glomerular,IP= plexiforme interna,
M = mitral, on = nervio olfatorio.
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registradas se localizaron en la capa glomerular de las
cuales, 3 de ellas disminuyeron su actividad mientras que las
4 restantes la aumentaron, 10 neuronas que se
registraron en las capas plexiforme-mitral-plexiforme mostraron
gque 5 de éstas aumentaron su actividad y 5 la disminuyeron. En
la capa granular g8e registraron 6 neuronas las cuales
todas pregentaron una disminucidén en la actividad ante el
efecto de la distensidn cérvico-vaginal.

Se observd que las neuronas en las diferentes capas
tienen diferente actividad pero que ademds, la respuesta que se
presenta puede ser de dos maneras, de forma abrupta (Graf. 3} o
de una manera paulatina (Graf. 4). independientemente de que
aumente o disminuya la actividad.

En relacidn al sequndo grupo (animales ovariectomizados)
se obtuvo que de los 23 animales (Cuadro 2) 17 presentan una
digminucidén en la actividad de la frecuencia mientras que 6
aumentan gu actividad.

Con respecto a la actividad en las diferentes capas
(Cuadro 2) se observd que en la capa glomerular ge registraron
5 neuronas las cuales presentaron una disminucién en la
actividad. 13 de las neuronas se encontraron en las capas
plexiforme-mitral-plexiforme de las cuales 8 disminuyen su
actividad y S5 1la aumentaron, en 1la capa granulosa se
registraron 5 de las cuales 4 disminuyeron su actividad

mientras que una de ellas la aumentd.
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GRUPO EXPERIMENTAL
PESO COORDENADAS HISTOLOGICAS LOCALIZACION | EFECTOPOR | DISTENSION | REBOTE | RECUPERACION CESO
CORPORAL ANTERIOR LATERAL | PROFUNDIDAD DE LA DISTENSION | INICIALY DELA LA
© w0 PIPETA ENLAFCIA. | RESPUESTA FCIA. INICIAL | FRECUENCIA
254/ 8.5 1 853|PLEXIFORME-EXT [AUMENTA 374.4 - 67.2 NO
Y MITRAL
245 8 0.8 1978] GRANULOSA AUMENTA 232 50, NO
273 7.5 1 497|GLOMERULAR | DISMINUYE 226.08] —| 57.6) NO
273 7.5 1 497|GLOMERULAR DISMINUYE 144} —| 21.6 NO
236 7.46 1 SE3]MITRAL Y PLEXI- |DISMINUYE 3153] -] 19.5 Sl
FORME-INT
257, 8.5 0.5 727]GLOMERULAR __ |DISMINUYE 119} — 476 St
285 8.4 1 305|GLOMERULAR  IDISMINUYE 195 — 150} NO
286 7.8 1 399|GLOMERULAR  |DISMINUYE 147.8} — 1258} St
224 ) 1.7 mlmomsm DISMINUYE msj - 124.8 st
Y MITRAL .
220 7.8 4 1535|GRANULOSA JDISMINUYE 316.8] — 13.2 sl
220 7.8 4 1535|GRANULOSA | DISMINUYE 237.6] — 484 s
262 7.45] 0.4 1799{GRANULDSA ___ IDISMINUYE 406.4] —| 108.8 NO
272 7.3[ 0.9 901|PLEXIFORME-EXT [DISMINUYE 115.31 - 52.8 s
Y MITRAL
286 8] 7.9 S8 GRANULOSA JDISMINUYE 1636] —| 36.6} NO
284 8 1 935|PLEXIFORME-EXT |AUMENTA 197.5} — 40 NO
Y MITRAL
284 8 1 935{PLEXIFORME-EXT JAUMENTA 224 —] 1144 NO
Y MITRAL
284 8 1 m[mroaue-aa AUMENTA 507 — 429 NO
Y MITRAL
284 8 1 aasﬂwom-acr AUMENTA 120] — 56, NO
Y MITRAL
284 8 1 1212}PLEXIFORME-EXT |DISMINUYE 125} 17022 266} st
Y MITRAL
284 8 1 1212]PLEXIFORME-EXT |DISMINUYE 1102 - 11.4 st
Y MITRAL
284 8 1 1250} PLEXIFORME-EXT [DISMINUYE 127.6| - 132 st
Y MITRAL !
284 a] 1 1zso]nmoms-a(r DISMINUYE ws.sl - 264 ]
Y MITRAL
Cuadro 2.~ Grupe de ratas ovariectomizadas. En el presente cuadro se muestra la
frecuencia de las mneuronas registradas, la ubicacién histolégica, 1la

localizacién de la pipeta en las diferenres capas del 5.0,

animal se tomé al momento de hacer el registro.
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Graf. 3.- Se muestra inicialmente una ligera disminucién al 50 %
en la frecuencia del B,0., seguida de un aumento rapido
y brusco el cual, lentamente recupera el nivel inicial.
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Se muestra una disminucidén en la actividad de la
frecuencia del B.O. observese que ocurre una mar-
cada disminucién la cual se da de una manera pau-
latina seguida de una recuperacidén de la frecuen-
cia la cual también se da de forma paulatina.
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En estos casos la respuesta también ge presenta de una
forma abrupta o paulatina independientemente de que aumente o
disminuya la frecuencia.({ Graf. 5y 6).

De los 46 animales (tratados y no tratados) se observd
que un 43,5% pregentaron una disminucién paulatina,el 32.6% un
aumento abrupto y un 23,9% una disminucién abrupta en la
frecuencia.

A los registros obtenidos se les midid la latencia entre
la distensidén cérvico-vaginal y la respuesta del B.O. a éste
estimulo, asi como, la presencia o no de un periddoc de rebote y
la recuperacidén de la frecuencia inicial.

Los cuadros 1 y 2 también ilustran los efectos de
diferentes frecuencias del estimulo en la descarga de una
neurona.

Los 46 datos se usaron en andlisis estadisticos para
examinar la relacién entre 1los dos grupos de neuronas
registradas y comprobar si estas relaciones difieren entre las
diferentes capas que constituyen al B.O.

Nuestras observaciones de los datos mostraron
diferencias con respecto a la distensidén inicial y respuesta
asi como, en la recuperacidén de 1la respuesta inicial con

respecto a las capas que constituyen el B.0O., (Cuadros 3 y 4).
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GRUPO CONTROL

Cuadro Control en el cual

se muestra el

REG. NO, | DISTENSION INICIAL | REBOTE | RECUPERACION DE LA
Y RESPUESTA RESPUESTA INICIAL
cG
AL 1 154" - 228.8"
PO 2 172" - 136.4"
AM 3 115.2" - 94"
E 4 116.2" — 86.4"
R 5 120.4 - 185"
U 6 129" — 189.2"
L 7 508.2" - 117.6"
3 X=187.714 X=1482
1 157" 475" 425"
ce 2 133 99" 19"
AL 3 177.6 136.8" 38.4"
PE 4 270" — 28"
AX 5 208" —_ 16"
L 6 114" — s
| 7 369.6" — 145.2"
T 8 190" — 64.6"
P 9 220.8" - 59.8"
L 10 250.3" - 100"
E EESRISERSRESRSRSSS 3
X X=209.03 =54.95"
: : 1 330" - 80"
A 2 215" - 60"
AN 3 336" - 105.6"
4 332.5" - 475"
u 5 183.2" - 19.2%
L 6 159" - 72"
o LISTSIZITII===S== XTSI =T=En
: X=255.950 X=64.05"
Cuadro 3.

valor

promedio, notandose una diferencia en la distensién
inicial y respuesta, asi como en la recuperacioén ae
la respuesta inicial en las diferentes capas del
Bulbo olfatorio,
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GRUPO EXPERIMENTAL.

REG. NO. | DISTENSIONINICIAL | REBOTE | RECUPERACION DE LA
Y RESPUESTA FRECUENCIA INICIAL
2 ﬁ 1 119" - 47.6"
PO 2 226.8" - 57.6"
AM 3 144" - 21.6"
E 4 195" - 150"
5 147.9" - 125.8"
R -3+t 1+ ¢+ 1 1 I=SS=SoSS=ass
‘L’ X=166.54 x=80.52
2 : 1 374.4" - 67.2"
PE 2 315.9" - 19.5"
A X 3 136.5" - 27.3"
M 4 252.2" - 124.8"
| 5 116.8" - 52.8"
T 6 197.5" - 40"
p 7 422.4" - 144.4"
8 507" - 429"
L 9 120" - 56"
E 10 125" 170.2 26.6"
X 1 110.2" - 11.4"
12 127.6" — 132"
13 105.6" - 26.4"
SSS=SsSSsSosses S=SSSSSsSsss==
X=223.931 X=86.692
cG 1 232" — 50"
AR 2 316.8" - 13.2"
P A 3 237.6" - 48.4"
AN 4 406.4" - 108.8"
l: 5 153.6" - 36.8"
o X=269.280 X=51.44
s
A
Cuadro 4
Grupo Experimental; en el cual se presenta la
diferencia entre la distensién inicial y la

respuesta, también la recuperacién de la respuesta
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Graf. 5.- Se muestra una respuesta de la frecuencia retardada
al cesar la distensidén cérvico-vaginal, observese
un aumento abrupto en la activ:.dad de la neurona
registrada seguida de una disminucidén abrupta al
recuperar su nivel inicial.
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Graf. 6.- Muestra la respuesta de la frecuencia en los animales
ovariectomizados al estimulo cérvico-vaginal. Se ob -
serva una disminucidn en la actividad de la frecuen -
cia durante la distensidn cérvico-vaginal, seguida de

. una recuperacidén inicial, ambas se dan de forma
paulatina,
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Con ayuda de el andlisis discriminatorio canédnico asi
como por la Prueba de Wilkes Lambda se confirmdé que si existia
una diferencia gignificativa entre capas con una P<0.01.

' En los Andlisis Estadisticos realizados se usd el
paquete Estadistico SISTAT. (Ver.2.1).

Un tercer grupo de animales Iintegros, los cuales
respondieron a la distensidén cérvico-vaginal presentaron una
ligera disminucidén inicial seguida de un aumento en 1la
frecuencia de descarga en el B,0. A este primer estimulo le
continud un segundo estimulo esta vez en el NPV

Si el estimulo del NPV era dado cuando la frecuencia
estaba incrementada era seguida de un descenso en la actividad
de la neurona (Graf. 7) mientras que si el estimulo era dado
cuando la frecuencia estaba disminuyendo la respuesta que se
obgervé es una ligera prolongacidén de esa disminucién para
posteriormente incrementarse hasta presentarse la recuperacidn
de la frecuencia inicial. (Graf. 8).

La fig. 15 muestra el sitio (marca azul) de estimulacién

en NPV,

52



Graf.

Numero de espigas por 4 s

7.~

il

|

50 - v v
o] ;
740
(S)

Muestra la actividad del B.O. ante la distensidn
cérvico-vaginal. Notese que ocurre un liguero
decremento inicial seguido de un incremento en -
frecuencia de descarga en el B.0. Al estiomular
NPV se observa un decremento en la frecuencia.
Tanto el decremento como la recuperacién al nivel
inicial se da de una forma paulatina.
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Se muestra la actividad del B.0O. ante la distensién
cérvico-vaginal. Se observa un liguero decremento
inicial seguido de un incremento de la frecuencia de
descarga en el B.0. Al estiomular NPV se observa
una liguera prolongacion en la disminucién de la
frecuencia, para posteriormente incrementarse,
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Fig. 15 .~
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e

Fortomicrogratia de un corte transversal de cerebro
de rata. se observa el micleo paraventricular hipo-
talamico (NPV). La flecha seilala el deposito de
ferrocianuro de potasio drjado por 1 electrodo de
una liguera prolongacion en  la  disminucidn de
registro.

Tincidn con cresil violeta.
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DISCUSION.

Al determinarse el estado estral de cada uno de los
animales en el primer grupo, se encontrd que dependiendo de la
fase en la que se encontraban (Diestro, Proestro, Estro) la
actividad eléctrica registrada en el B.O, era diferente,

Estudios realizadog por Cartas-Heredia y cols., (1978)
reportan aumentos significativos en la actividad egpontanea del
B.0, del tubérculo olfatorio (T,0) y de 1la corteza pre-
piriforme (C.P.P) ante la estimulacidén hipotaldmica para
animales en estro comparados con animales en anestro.

En nuestros experimentos la actividad espontédnea
registrada del B.O. en los animales en estro es de mayor
frecuencia con respecto a los animales en proestro o diestro,
pero al aplicar el estimulo cérvico-vaginal independientemente
de la fase en que sSe encuentre el animal, la actividad
eléctrica del B.O. va a aumentar o a disminuir. No solamente un
incremento como lo reportd Cartas-Heredia,

En el segundo grupo los animales estuvieron
ovariectomizadogs y se legs determindé igual que en el primer
grupo frotis vaginal para cerciorarnos de la fase en la que se
encontraban del ciclo estral y como era de esperarse todos
estaban en diestro. Los frotis coincidieron con lo reportado

por Solano-Flores (1982). La actividad eléctrica del B.O,
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ante el estimulo cérvico-vaginal, aun cuando todos los animales
presentaban una fase en diestro reportaban un incremento o
una disminucién de la frecuencia de disparo de esas neuronas.

Por lo que suponemos que la fase en la que se encuentre
el animal de el ciclo estral no es determinante en la actividad
del B.O. en ratas integras como en ratas ovariectomizadas ya
que la frecuencia de disparo de las neuronas registradas en
ambos casos presentan un aumente o una disminucién ante el
estimulo cérvico-vaginal.

Puesto que las respuestas observadas fueron similares en
los animales ovariectomizados como en el grupo control, esto
demuestra que la distensidn cervico-vaginal va a provocar un
cambio independiente de uno u otro caso sobre el nivel de
actividad de estas estructuras olfatorias,

Los resultados en los cuadros 1 y 2 muestran como la
distensién cérvico-vaginal siempre tuvo efecto sobre el B.O
presentando un incremento en la actividad de la frecuencia o un
decremento de la misma.

Estos incrementog o decrementos en la actividad de la
frecuencia de las neuronas registradas se presentaron de dos
formas: 1) de una manera paulatina y 2) de una manera abrupta,
éstos comportamientos observados suponemos pueden deberse a
varias variables, como puede ser: el tipo de capa que esta

giendo registrada, la profundidad a la que esta
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siendo registrada, el estado hormonal del animal o que el
comportamiento dependa de la misma neurona.

En un corte vertical y cransversal del B,0, se distingen
diversas capas alternantes de sustancia gris y blanca. Golgi
cuenta 3 estratos que son de la periferia al centro: 1) estrato
superficial o fibrilar; 2) estrato medio & de sustancia
gris y 3) estrato profundo & de sustancia blanca,

Coincidimos con lo observado por Golgi, tomando para
fines de nuestro trabajo 3 capas que en nuestro caso fueron de
la periferia al centro: 1l)capa glomerular; 2) capa plexiforme-
mitral-plexiforme y 3)granulosa.

Los registros en éstas capas muestran que la actividad
en la frecuencia de las neuronas varia, presentandose una menor
actividad en la capa glomerular y una mayor en la granulosa.
Cuadro 3 vy 4

Shepherd  (1963) reporta que la mayor actividad
espontdnea en el B.0O. se da en las células mitrales, en lo que
segin nuestros resultados marcan diferencias.

Se observd ademds que al presentarse la distensidn
cérvico-vaginal la mayor actividad en la frecuencia de las
neuronas se da en las células granulosas, esto puede ser
probablemente debido a las posibles vias de entrada y salida en

el B.O. y las conexiones entre cada una de las capas.
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Con respecto a la capa glomerular, nuestros resultados
no son consistentes con los de Garcia-Diaz, y cols. (1984) en
algunos aspectos: La actividad en la capa glomerular observada
por estos autores es gdgeneralmente mds pequefla al usar altas
frecuencias de estimulo, sin embargo algunas neuronas
disminuyen, cuando se aplican bajas frecuencias de estimulo vy
se aumentan durante el estimulo de altas frecuencias.
Nuestras observaciones demuestran que la actividad esponténea
en la capa glomerular va a responder con un aumento o una
disminucidén en la frecuencia ante un estimulo, el cual siempre
fue el mismo.

Con respecto al tercer grupo se obgervd que el potencial
provocado en el B.O. por el estimulo cervico-vaginal, seguido
de un estimulo eléctrico presentd cambios en la actividad de la
frecuencia del B.O, debido a la lesidn en el NPBV.

Estos vresultados indican que el N.P.V, modula una
influencia en el B.0; por otra parte se Sabe gque el estimulo
del B.0O. reduce la actividad neuronal en el NPV (Guevara-

Guzmdn, y cols. 1991).
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CONCLUSION.

Se mostrd que la distensidén cérvico-vaginal en los
animales iIntegros y en los ovariectomizados siempre se
desencadend un efecto sobre el B.O. Este efecto Se presentd
particularmente de dos maneras: 1) en un incremento de la
frecuencia 6 2) en un decremento de la misma.

La estimulacidn externa cervico-vaginal en ambos grupos
(control y experimental) presentd un comportamiento similar ya
gque no Se presentaron alteraciones significativas en la
descarga de las frecuencias de ninguna de las neuronas
observadas en este trabajo.

Las neuronas registradas en las diversas capas
presentaron diferencias en la actividad de la frecuencia al
estimulo cervico-vaginal.

Se observd que la estimulacidén eléctrica del N.P.V.
cambid la actividad en el B.O. posterior a la respuesta

obtenida por la estimulacién cervico-vaginal.
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