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INTRODUCCION

La mayoria de los estudios morfolégicos sobre la glandula pineal
de rata se han realizado en animales adultos. La maduracién post-
natal de esta glandula es muy poco conocida. El aspecto de la pineal
de rata en el momento del nacimiento es muy diferente tanto al M/O
(Calvo y Boya, 81a), como con el M/E (Karasek, 74; Calvo y Boya, 81b),
del observado en los animales adultos. La mayoria de los estudios
existentes estan dedicados fundamentalmente a una faceta concreta
de la maduracién pineal. Con el M/O, la transformacién postnatal
de la glandula pineal de rata ha sido estudiada sobre todo desde el
punto de vista cuantitativo. Las modificaciones descritas se refie-
ren a: mitosis (Quay y Levine, 57; Wallace y cols., 69), cambios en
el volumen pineal (Izawa, 25; Quay y Levine, 57; Wallace y cols., 69;
Blumfield y Tapp, 70) y de los pinealocitos (Blumfield y Tapp, 70).
Los estudios de Tapp y Blumfield (70) y Kappers (60) proporcionan
algunos datos sobre los cambios en la forma y situacién de la glandula
pineal y la diferenciacién citolégica de los pinealocitos. La secuencia
general de cambios al M/O durante la maduracién postnatal de la
pineal de rata es muy poco conocida.

Los estudios al M/E sobre la pineal de la rata postnatal se han
centrado también en algunos problemas concretos como los cambios
en la proporcién de organoides durante la maduracién pineal (Baye-
rova y Malinski, 72) o modificacionies de dichos organoides (cen-
triolos y cilios: Lin, 70; dispositivos de unién: Zimmerman y Tso, 75;
barras sinapticas: King y Dougherty, 80).
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En el presente trabajo describimos con microscopia éptica y elec-
trénica la maduracion postnatal de la glandula pineal de rata desde el
nacimiento a la pubertad.

MATERIAL Y METODOS

Hemos utilizado para nuestro estudio 88 ratas albinas (Wistar)
de ambos sexos. Los animales se sacrificaron por decapitacién a los
siguientes intervalos de edad: 1, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 25, 30, 45 y 60 dias.
Por cada intervalo se tomaron ocho pineales (cuatro de cada sexo)
para su estudio al microscopio 6ptico y electrénico. Se tomaron tam-
bién ocho pineales de ratas adultas (6 meses de edad) para comparar
algunas caracteristicas. Para el microscopio Optico, las pineales se
fijaron en Bouin, se incluyeron en parafina y se cortaron en serie a
siete micras. Las tinciones utilizadas fueron hematoxilina-eosina y
técnicas argénticas para la reticulina. Para el estudio ultraestructural,
las pineales se fijaron por inmersién en glutaraldehido 3 por 100
o en glutaraldehido 2 por 100 —paraformaldehido 2 por 100 en tam-
pon fosfato 0.1 M, pH 7.4—. Después de un lavado en el mismo buffer,
las pineales se postfijaron en tetraéxido de osmio al 1 por 100 en
buffer fosfato y se incluyeron en Vestopal. Se obtuvieron cortes semi-
finos en un ultramicrotomo LKB que fueron tefiidos con azul de to-
luidina. Estos cortes se utilizaron para la determinacién de la pobla-
cién celular, contando el numero de ntcleos de células parenquimato-
sas en ocho zonas de 0,021 mm? por cada pineal. Los cortes ultrafinos
se tifieron con acetato de uranilo y citrato de plomo y se examinaron
en un M/E Philips 201.

RESULTADOS

Un dia postnatal

La glandula pineal presenta una forma ovalada y estd unida al
techo del tercer ventriculo por una base amplia (Figs. 1 y 3). El re-
ceso pineal aparece en forma de una hendidura proximal muy estrecha.
El parénquima pineal estd formado por masas amplias de células
pequeiias, de citoplasma escaso, muchas de las cuales aparecen en
periodo de mitosis (Figs. 4 y 5). Los espacios conjuntivos son peque-
fios, poco abundantes y tienden a localizarse en la periferia pineal,
sobre todo en el extremo distal de la glandula. En el centro quedan
grandes masas celulares con escasa tabicacién conjuntiva.

Con el M/E, el parénquima pineal aparece formado por células
indiferenciadas o pinealoblastos (Fig. 6). Son células pequefias de nu-
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F16. 1.—Esquema que wmuestra las variaciones del corte sagital medio pineal
durante diversas fases de la vida postnatal. F16. 2—Variaciones en la cantidad
de células parenquimatosas pineales por unidad de superficie segiin la edad. La
linea de trazo grueso muestra los cambios en la celularidad pineal. Los valores
se obtuvieron contando el niimero de niicleos de células parenquimatosas en
ocho zonas de 0,021 mm.2 por cada pineal. Los contajes se realizaron en cortes
semifinos tefiidos con azul de toluidina. La linea de trazo fino indica los cam-
bios en la superficie del corte sagital medio pineal.



F1c. 3.—Un dia. Corte sagital medio de la gldndula pineal. Hewmatoxilina-eosi-
na. 60 x. F16, 4—Un dia. Pinealoblastos y mitosis (flechas). Corte semifino. Azul
de toluidina. 1.000 x. F16. 5.—Un dia. Parénquima pineal formado por masas de
células aparentemente indiferenciadas, entre las que se observan abundantes mi-
tosis (flechas). Hematoxilina-eosina. 400 x. Fic. 6.—Un dia. Pinealoblastos indi-
ferenciados y wmitosis. 3.800 x. Fic. 7.—Tvres dias. Pineatocito tipo I con acimu-
los de cisternas paralelas del reticulo endopldsmico rugoso. 17.000 x. Fic. 8.—
Tres dias. Cisternas subsuperficiales en dos pinealocitos I en contacto. 57.500 x.
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cleo denso con grumos pequefios de cromatina. La ultraestructura de
los pinealoblastos es similar a la descrita en las ultimas fases del pe-
riodo embrionario (Calvo y Boya, 81).

Tres dias postnatales

El parénquima pineal es muy celular, alcanzdndose en esta fase el
pico méximo en el nimero de células por unidad de superficie (Fig. 2).
Las mitosis parecen ser algo mads frecuentes que en la fase anterior.
En numerosas ocasiones, las células mitéticas se localizan en la ve-
cindad de un espacio conjuntivo. A bajo aumento del M/O destaca la
aparicion de unos cordones celulares ramificados cuya distribucién
recuerda a la de los espacios conjuntivos.Estan formados por células
pequenas de nticleo denso y aspecto indiferenciado, a las que se aso-
cian con frecuencia imégenes mitéticas. Entre los cordones quedan
amplias masas de células mas claras y de citoplasma mas abundante.

Con microscopia electrénica comienza en esta fase la diferenciacion
de los tipos celulares pineales, aunque todavia los pinealoblastos cons-
tituyen la poblacién celular mas abundante. En estas primeras fases
de la diferenciacion, los pinealocitos principales o pinealocitos tipo I
se caracterizan por la aparicién en su citoplasma de acumulos de
cisternas del reticulo endopldasmico rugoso muy largas y que tienden
a disponerse paralelas entre si (Fig. 7). También es constante la pre-
sencia de cisternas subsuperficiales en este tipo celular (Fig. 8). Apa-
recen en la superficie de contacto entre dos células tipo I, siendo fre-
cuente el que las cisternas se sitden a la misma altura en las dos
células. Otros organoides del pinealocito I en desarrollo son un apa-
rato de Golgi bastante extenso, centriolos y, en ocasiones, cilios,
cuerpos multivesiculares, generalmente con pocas vesiculas en su in-
terior, polirribosomas libres y mitocondrias. Las gotas lipidicas son
poco frecuentes.

El segundo tipo celular pineal, o pinealocitos tipo II comienzan
también a diferenciarse a los tres dias. Aparecen como células alar-
gadas, de citoplasma relativamente amplio y situadas generalmente
en la vecindad de un espacio conjuntivo (Fig. 9). El nucleo es ova-
lado, de cromatina atin poco densa, destacando una ldmina fibrosa
muy nitida (Fig. 10). El citoplasma contiene abundante reticulo en-
doplasmico rugoso de morfologia diferente al del pinedlocito tipo I.
Las cisternas son més cortas, poco ordenadas, algo mas dilatadas y
ocupadas por un material poco denso (Fig. 11). La zona de Golgi suele
ser amplia y rica en vesiculas. No se ven cisternas subsuperficiales en
los pinealocitos II ni tampoco en la superficie de los pinealocitos I
en contacto con células tipo II. Por ultimo, los pinealocitos II pre-
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Fic. 9—Tres dias. Pinealocitos tipo Il en la vecindad de un espacio conjunti-
vo. 12.800 x. F16. 10.—T'res dias. Nucleo de pinealocito II (asterisco) con una ld-
mina fibrosa muy desarrollada. Compdrese con el nticleo del pinealocito I ve-
cino. 33.500 x. F16. 11.—Tres dias. Reticulo rugoso del pinealocito tipo II con
cisternas moderadamente dilatadas por un wmaterial denso. Compdrese con la
figura 7. 22.500 x. F16. 12—T'res dias. Pinealocito tipo 11. Imagen a gran aumento
de una vacuola con doble membrana, cuyo aspecto recuerda a una union gap.
48.000 x. Fi16. 13—Tres dias. Axones amielinicos en el espacio conjuntivo (flecha)
y entre los pinealocitos (puntas de flecha). 7.500 x.
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sentan unas vacuolas de contenido claro, en el que se reconocen a
veces restos de organoides celulares y rodeadas por dos membranas
fusionadas (Fig. 12). Estas vacuolas son especificas de este tipo ce-
lular.

A los tres dias de edad se encuentran por primera vez fibras ner-
viosas en los espacios conjuntivos de la glandula pineal de rata (Fig 3).
Son axones amielinicos delgados, reunidos en pequefos paquetes ge-
neralmente desprovistos de envoltura celular. Los axones situados en
la vecindad del parénquima establecen frecuentemente contacto con
los pinealocitos tipo II, quedando a veces parcialmente rodeados por
estas células. En ocasiones se encuentran también axones aislados o
en pequeilos paquetes entre las células parenquimatosas (Fig. 13).

Cinco-diez dias postnatales

El volumen de la glandula continia aumentando (Fig. 1). En esta
fase, el techo del tercer ventriculo se aleja de la posicién mads bien
superficial que presentaba hasta ahora, permaneciendo la glandula pi-
neal unida por su extremo a la confluencia de los senos venosos de la
duramadre. En consecuencia, se produce una elongacién marcada de la
glandula que determina la formacién del largo y delgado tallo pi-
neal (Fig. 14). Asimismo, el eje pineal deja de ser vertical, inclinan-
dose en sentido oblicuo hacia abajo y adelante. El cambio mas marca-
do en la posicién y forma de la glandula se produce sobre todo entre
los siete y diez dias de edad.

Los contajes del numero de células por unidad de superficie mues-
tran un descenso progresivo de dicho nimero, indicando el comienzo
de una hipertrofia de los pinealocitos (Fig. 2). El namero de mitosis
desciende también en relacién con la fase anterior. Los cordones de
células inmaduras son muy patentes en esta edad (Fig. 15). El M/E
confirma el caracter inmaduro de las células en los cordones, siendo
el aspecto ultraestructural de las mismas similar a los pinealoblastos
descritos en el dia primero postnatal.

Durante las primeras fases de la maduracién postnatal es constante
la presencia de células degeneradas en el parénquima pineal (Fig. 16 q,
b, ¢). Estas células abundan especialmente entre los cinco y los quince
dias. Presentan un nuacleo pequeio, picnético, con grupos gruesos de
cromatina, pueden aparecer aisladas o formando pequefios grupos de
dos o tres elementos. Se situan generalmente en la vecindad de un
espacio conjuntivo.

Por ultimo, a partir de los cinco dias de edad, se produce un mar-
cado aumento en el namero y tamafio de los espacios conjuntivos pi-
neales, los cuales se extienden ademas por toda la glandula (Fig. 17).



F1G. 14 —Diez dias. Formacion del tallo pineal. Comparar con la figura 2. Hema-
toxilina-eosina. 60 x. ¥16. 15—Diez dias. Persistencia de células pequefias de nu-
cleo denso (pinealoblastos) formando cordones entre los pinealocitos. Hematoxi-
lina-eosina. 450 x. F16. 16, a,b, c.—Diez dias. Células degeneradas en el parénqui-
ma pineal (puntas de flecha). Hematoxilina-eosina. 1.000 x. Fi1¢. 17.—Desarrollo
de los espacios conjuntivos. Hematoxilina-eosina. 350 x. ¥16. 18.—Veinte dias. Dis-

posicion cordonal del parénquima pineal. Nétese el desarrollo de los nucleolos
en los pinealocitos 1. 4.800 x.
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Con el M/E, la mayoria de los espacios conjuntivos aparecen ocupa-
dos por vasos sanguineos.

Quince-veinte dias

El parénquima pineal presenta ya el aspecto cordonal caracteris-
tico de esta glandula, debido en gran parte al mayor desarrollo y exten-
sién de los espacios conjuntivos. En la zona periférica de la glandula
comienzan a observarse «pseudorrosetas». Estan formadas por un
acumulo de células ordenadas radialmente alrededor de un pequefio
espacio central. Con el M/O se advierte ya claramente la diferencia-
cién de los tipos celulares, que se manifiesta por la diferente morfo-
logia nuclear de los dos tipos de pinealocitos. Ya no destacan los
cordones de células inmaduras caracteristicos de fases anteriores.

El M/E se comprueba la diferenciacién generalizada de los pinea-
locitos (Fig. 18). Las células tipo I presentan ya citoplasmas am-
plios (Fig. 19). Comienzan a distinguirse dos variedades, clara y den-
sa, del pinealocito I. La diferencia se debe mas a la densidad de nucleo-
plasma y matriz citopldsmica que a la dotacién de organoides, en don-
de las diferencias son menos evidentes. El reticulo rugoso del pinea-
locito I aparece en forma de cisternas mas cortas y menos agrupadas,
destacando menos que en fases anteriores. Los lipidos son ya mas
abundantes y comienzan a observarse pequeflos cuerpos densos, ge-
neralmente en relacién con vacuolas (Fig. 19). Por ultimo, los centrio-
los son menos frecuentes. Algunas células muestran signos de trans-
formacién de la estructura centriolar, sobre todo en forma de apertura
de la pared del centriolo (Fig. 20 q, b, ¢).

Desde el primer dia postnatal se encuentran acamulos de disposi-
tivos de unién entre los pinealocitos tipo I. El ntimero de estos acamu-
los se mantiene relativamente bajo hasta los quince dias de edad, en
que comienzan progresivamente a aumentar en namero. Los acimulos
de dispositivos de unién se localizan en el punto de confluencia de
varios pinealocitos tipo I, que quedan ordenados radialmente alre-
dedor formando una pseudorroseta.

Los cambios en los pinealocitos tipo II afectan sobre todo a la
forma celular. A partir de los quince-veinte dias, los pinealocitos II
aparecen como células aplanadas, situadas generalmente en el limite
parénquima-estroma y dotadas de prolongaciones laminares que si-
guen dicho limite, aunque sin formar una capa continua. En ocasiones,
las prolengaciones laminares se dirigen hacia el espacio conjuntivo,
separandose del resto del parénquima. Por ultimo, a veces se observan
somas de pinealocitos II situados aparentemente aislados en un es-



36 J. Boya y J. Calvo

pacio conjuntivo, aunque conservando algin contacto con el parén-
quima por medio de sus prolongaciones (Fig. 21).

En esta fase se observa atn células con citoplasma poco desarro-
llado, aunque generalmente clasificables dentro de uno de los dos tipos
celulares. Sélo ocasionalmente se encuentra alguna célula indiferen-
ciada, habiendo desaparecido los grupos de pinealoblastos visibles en
dias anteriores, seguramente por diferenciacién de sus componentes.
A partir de la segunda semana postnatal, los espacios conjuntivos de
la glandula pineal de rata muestran un notable aumento de didmetro
debido sobre todo a la aparicién de espacios pericapilares amplios.

Veinticinco-treinta dias

La glandula pineal alcanza ya un tamafio considerable, siendo el
area del corte medio sagital de 3 a 3,5 veces mayor que en el dia
primero postnatal (Fig. 2). La hipertrofia de los pinealocitos es muy
acusada respecto a fases anteriores de modo que el niimero de células
por unidad de superficie es un 35-40 por 100 respecto a los primeros
dias postnatales (Fig. 2). Las mitosis son ya muy raras.

Ultraestructuralmente ha finalizado la diferenciacién celular, pu-
diéndose incluir todas las células parenquimatosas dentro de uno
de los dos tipos celulares descritos. El nucleo de los pinealocitos I
presenta ya nucleolos prominentes e invaginaciones de la membrana
nuclear. Ambas caracteristicas sélo se esbozan en las fases anteriores.
En el citoplasma destaca el mayor tamafio y nuimero de las gotas
lipidicas, el incremento en la cantidad de cuerpos densos y la aparicién
de zonas del citoplasma ricas en reticulo endoplasmico liso y riboso-
mas libres. Los pinealocitos tipo II muestran pocos cambios.

Cuarenta y cinco-sesenta dias

La glandula pineal presenta una forma que puede compararse a la
de una castafia, aplanada en direccién fronto-occipital (Figs. 1 y 22).
De su extremo proximal surge un tallo muy delgado que la une al te-
cho del IIT ventriculo. La comparacién del corte sagital medio al
principio y al final del periodo estudiado muestra claramente un au-
mento del volumen pineal (Figs. 1 y 2). Hay que resaltar, sin embargo,
que, debido al notable crecimiento de la glandula en el plano lateral,
el aumento real del volumen es superior al que sugieren los cortes
sagitales medios. Por otro lado, la comparacién del volumen pineal
con €l de los animales adultos muestra que a los dos meses no se ha
alcanzado aun el volumen maximo de la glandula pineal (Fig. 1).
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F16. 19.—Veinte dias. Citoplasma de un pinealocito I claro dotado de abundantes
organoides, G = aparato de Golgi; 1. = Lipidos; CD = cuerpos densos asociados
a vacuolas. Puntas de flecha = cisternas subsuperficiales. A =.axones. 10.000 x.
F1c. 20a,b,c—Veinte dias. Centriolos modificados del pinealocito I. 28.000 x.
F16. 21—Veinte dias. Pinealocitos tipo 1l situados en el limite parénquima-estro-
ma y en el espacio conjuntivo. Fibras nerviosas en relacion con los pinealoci-
tos Il (puntas de flecha). 6.500 x. F1G. 22.—Sesenta dias. Corte sagital medio de
la gldndula pineal. Compdrese con figuras 2 y 14. Hematoxilina-eosina. 60 x.

F16. 23.—Sesenta dias. Ordenacion de los pinealocitos formando pseudorrosetas.
Hematoxilina-eosina. 840 x.
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Los recuentos celulares muestran una continuacién de la hipertro-
fia de los pinealocitos, aunque el indice de crecimiento se hace mas
lento respecto a fases anteriores (Fig. 2). La comparacién con los
animales adultos indica de nuevo que aun no se ha alcanzado el ta-
mafio maximo de los pinealocitos. Desde los quince dias de edad se
advierte una mayor celularidad en las pineales de las ratas hembra,
en relacién a los machos de igual edad. Esta diferencia se mantiene
a lo largo de todas las fases posteriores, asi como en los animales
adultos. El mayor tamafio de los pinealocitos en las ratas macho se
acompafia ademds de un volumen pineal ligeramente superior al de
las hembras.

El parénquima pineal aparece al M/O formado por cordones celu-
lares irregulares separados por espacios conjuntivos dotados de vasos
sanguineos. En ocasiones se encuentran grupos de pinealocitos for-
mando pseudorrosetas, que parecen ser mas abundantes en la zona
. periférica de la pineal (Fig. 23). A grandes aumentos se distinguen
facilmente los dos tipos de pinealocitos por sus caracteristicas nuclea-
res: (Figs. 24 y 25). Los pinealocitos I, que suponen el 85-90 por 100 de
las células parenquimatosas, muestran nucleos grandes, redondeados
0 a veces con contorno anguloso, de cromatina clara y con nucleolos
muy patentes. Los pinealocitos tipo II son méas escasos (10-15 por 100
de las células) y presentan nuicleos algo menores, ovalados, de cromati-
na homogénea y algo mas densa al M/O. Los nucleos de las células
endoteliales y conjuntivas suelen ser menores y mas densos que los
de las células tipo II. Por ultimo, las impregnaciones argénticas mues-
tran una mayor cantidad de fibras conjuntivas que en fases anterio-
res (Fig. 26). Los tabiques conjuntivos mas gruesos se localizan en la
zona periférica pineal, sobre todo en su mitad mas distal.

Con el M/E es muy evidente la disposicién cordonal del parénqui-
ma pineal, los pinealocitos tipo I presentan citoplasmas amplios (Fi-
gura 27). Unicamente en la vecindad de algunos espacios conjuntivos
se observan prolongaciones delgadas de los pinealocitos I. El resto son
somas o perfiles citoplasmicos amplios. Se distinguen claramente las
dos variedades, clara y densa, del pinealocito I descritas anteriormen-
te. Una observacion mas detallada revela, sin embargo, que esas varie-
dades no son mas que dos extremos entre los que existen todas las
densidades intermedias. El nucleo de los pinealocitos I presenta inva-
ginaciones profundas de la membrana nuclear, cromatina muy laxa
y nucleolos muy patentes (Fig. 27). Suele observarse un grumo grueso
de cromatina adherido al nucleolo. En el citoplasma destaca la abun-
dancia de mitocondrias pequeiias. El reticulo endoplasmico, tanto liso
como rugoso, y los ribosomas libres se encuentran dispersos por toda
la célula. Sin embargo, en ciertas zonas vecinas a la membrana celular
se encuentran grandes acimulos de reticulo endoplasmico liso, a los



F1G. 24.—Sesenta dias. Diferencias en la morfologia nuclear entre los pinealoci-
tos. Puntas de flecha = pinealocitos 1I. Hematoxtlina-eosina. 940 x. Fic. 25—
Sesenta dias. Corte semifino. Clara delimitacion de los dos tipos de pinealocitos.
Hipertrofia celular. Compdrese con la figura 4. Azul de toluidina. 1000 x. F1G. 26.—
Sesenta dias. Abundancia de tabiques conjuntivos. Técnica argéntica para fibras
reticulares. 170 x. Fi1G. 27.—Sesenta dias. Imagen a bajo aumento de M/E que
contiene un espacio conjuntivo (C) y parte de un corddn parenquimatoso. Aste-
riscos = pinealocitos I. 2.500 x. ¥1G. 28.—Sesenta dias. Pinealocito tipo I..Actimu-
lo de reticulo endopldsmico, mezcla de liso y rugoso. Flecha = cisternas subsu-
perficiales. 28.000 x.
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F16. 29.—Sesenta dias. Pinealocito tipo 1. G = aparato de Golgi. CD = cuerpos
densos. Flecha residuos centriolares. 12.800 x. F1c. 30.—Sesenta dias. Pinealocito
tipo I. Cuerpos densos en relacion con vacuolas. 36.600 x. FiG. 31 —Sesenta dias.
Pinealocitos I formando una pseudorroseta, cuya luz estd delimitada por meca-
nismos de union. 9.500 x. F16. 31 a.—Imagen a mayor aumento de la maza termi-
nal de la figura 31. 17.500 x.
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que se asocian con frecuencia gotas lipidicas (Fig. 28). El citoplasma
entre los tubulos es muy rico en ribosomas libres. Todavia se obser-
van cisternas subsuperficiales, mas escasas y cortas que en fases an-
teriores. Las gotas lipidicas son mayores y mas abundantes, pero toda-
via la mayoria de los perfiles celulares carecen de ellas. El aparato de
Golgi suele contener dictiosomas pequefios y numerosos dispersos por
una zona amplia vecina al ntcleo (Fig. 29). Asociados a la zona de
Golgi se encuentran frecuentemente los residuos centriolares. Apare-
cen en forma de racimos de microtubulos, en los que todavia se reco-
noce a veces la ordenacién en tripletes. Los racimos se orientan al azar
y aparecen rodeados de un material denso que puede mostrar indicios
de estriaciéon transversal. Los cuerpos densos aparecen formando gru-
pos en la mayoria de los pinealocitos I. Son pequefios, de contenido
grumoso y forman grupos asociados a vacuolas y cuerpos multive-
siculares. Las vacuolas contienen frecuentemente restos de organoi-
des (Fig. 30). Cada pinealocito I posee varios grupos de cuerpos den-
sos. Otros componentes del citoplasma de los pinealocitos I son mi-
crotubulos, bastante abundantes, barras sindpticas localizadas en el
soma o, mas frecuentemente, en las prolongaciones delgadas situadas
cerca de un espacio conjuntivo.
Las pseudorrosetas citadas en fases anteriores son mas numerosas
y mejor diferenciadas a los cuarenta y cinco-sesenta dias (Fig. 31). Los
pinealocitos I que forman las pseudorrosetas muestran una clara pola-
rizacién celular hacia el acimulo de dispositivos de unién. El contorno
celular tiende a la forma piramidal. En la base ensanchada se sitia el
nucleo. El citoplasma supranuclear disminuye progresivamente de
didmetro hasta mostrar un estrechamiento a nivel del cual queda uni-
do mediante dispositivos de unién tipo adherens a los pinealocitos
vecinos. Por encima del ntcleo se situia la zona de Golgi y los grupos
de cuerpos densos. Mas arriba las mitocondrias suelen ordenarse lon-
gitudinalmente. En el estrechamiento o cuello abundan los micro-
tubulos. Por encima de los dispositivos de unién se observa una dilata-
ciéno maza terminal repleta de vesiculas claras, esféricas o aplana-
das (Fig. 31 a). También pueden encontrarse alguna mitocondria,
pequefias gotas de lipidos y cuerpos multivesiculares. Los dispositivos
de unién bordean incompletamente una cavidad, muchas veces prac-
ticamente virtual, que suele situarse cercana a un espacio conjuntivo,
quedando con frecuencia en contacto directo con dicho espacio. Esta
situacién explica la frecuente localizacién de mazas terminales libres
en un espaio conjuntivo. Cuando la cavidad es virtual, las mazas se
sitian en una depresién de una de las células vecinas.
Los pinealocitos IT muestran, igual que las células tipo I variaciones
en la densidad que tampoco se acompafan de diferencias en la dota-
cién de organoides. El nucleo es ovalado y presenta un ribete delgado
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F16. 32.—Pinealocitos tipo II en el limite parénquima-estroma. 10.000 x. F1c. 33.—
Dispositivo de unidn tipo gap entre pinealocitos I (flecha). 43.500 x. Fic. 34.—
Axones amielinicos en el espacio conjuntivo y en relacion con la superficie de
un pinealocito tipo I1. 7.800 x. Fic. 35.—Mazas terminales (asteriscos) en el pa-
rénquima y en relacion con un espacio conjuntivo que también contiene fibras
nerviosas (puntas de flecha). 12.800 x.
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de cromatina periférica, un nucleolo pequefio y nucleoplasma den-
so (Fig. 32). El reticulo rugoso sigue siendo el organoide mas desarro-
llado. Se observan ademas, aparato de Golgi, mitocondrias y, raramen-
te, gotas lipidicas y cuerpos densos. En numerosos pinealocitos II se
encuentran las vacuolas descritas anteriormente como caracteristicas
de este tipo celular. Pueden aparecer varias en una sola célula e incluso
vacuolas que contienen otras en su interior. La pared de la vacuola
estd formada por dos membranas unidas que, a gran aumento, recuer-
dan el aspecto ultraestructural de las uniones gap con las técnicas de
rutina del M/E. Se observan también uniones similares entre pinea-
locitos II (Fig. 33). En alguna rara ocasién la unién se forma entre
una prominencia gruesa de un pinealocito II y la depresiéon de la
célula tipo II vecina en que se aloja. En estos casos, el contenido de la
prominencia suele ser mas claro que el resto del citoplasma.

A los cuarenta y cinco-sesenta dias de edad los espacios conjuntivos
son abundantes y relativamente amplios. En el limite con el parénqui-
ma suelen situarse los pinealocitos II con sus prolongaciones lamina-
res formando una capa discontinua (Fig. 34). En ocasiones las prolon-
gaciones e incluso la propia célula pueden hacer prominencia hacia
el espacio conjuntivo (Fig. 34). La membrana basal parenquimatosa es
fragmentaria y puede faltar en algunas zonas.

En los espacios conjuntivos encontramos abundantes capilares de
endoltelio fenestrado, fibras conjuntivas, tanto coldgenas como oxita-
lanas (Calvo y Boya, 82), células conjuntivas y algunas células emigran-
tes presentan un contorno celular irregular y en ocasiones pueden
observarse penetrando en el parénquima. Las fibras nerviosas apare-
cen generalmente aisladas o formando pequefios haces. Sélo en los
haces mayores y en el nervio conarii y sus ramas se observan células
Schwann tipicas. Las fibras nerviosas proximas al parénquima mues-
tran una clara relacién con los pinealocitos II (Fig. 34). Se observan
pocas fibras en el seno de los cordones parenquimatosos, por lo que
es probable que finalicen cerca del limite parénquima-estroma, sin pe-
netrar muy profundamente. El ultimo componente visible en los es-
pacios conjuntivos son las mazas terminales de los pinealocitos I (Fi-
gura 35). A diferencia de las fibras nedviosas, son mas grandes, care-
cen de vesiculas granulares y presentan numerosas vesiculas claras vy,
frecuentemente, otros organoides del pinealocito I.

Ademads de los espacios conjuntivos grandes, se encuentran nu-
merosos espacios de tamafio minimo en el seno de los cordones pa-
renquimatosos, que corresponden a prolongaciones digitiformes de
un espacio mayor. Con frecuencia se observan prolongaciones de pinea-
locitos II relacionadas con esos espacios, ademas de la membrana
basal parenquimatosa. El contenido mas frecuente de los espacios pe-
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quedos son algunas fibras conjuntivas y fibras nerviosas, que suelen
relacionarse con las prolongaciones de células tipo II.

DISCUSION

Segun muestran nuestros resultados, la maduracién postnatal de la
glandula pineal de rata se desarrolla en tres fases: proliferacion, di-
ferenciacién y crecimiento o hipertrofia. La proliferacién es intensa
durante los tres primeros dias, desciende rapidamente entre los cinco
y diez dias y més lentamente hasta los veinte dias, a partir de los cua-
les las mitosis son muy raras. Estos resultados coinciden con los des-
critos previamente (Quay y Levine, 57; Wallace y cols., 69; Trakulrung-
si y Yeager, 77).

La diferenciacién de los tipos celulares pineales comienza a los tres
dias postnatales. Karasekm (74) sélo encuentra células indiferencia-
das a los tres dias, situando la diferenciacién en la siguiente fase
estudiada (diez-catorce dias). Steinberg y cols. (81) describen células
claras y densas en ratas de dos dias. Sin embargo, las células densas
de estos autores tienen un aspecto idéntico a los pinealoblastos den-
sos descritos por nosotros en el desarrollo embrionario (Calvo y
Boya, 81 b) v en el primer dia postnatal. Las células claras si podrian
corresponder a pinealocitos I en diferenciaciéon. Durante las primeras
fases de la diferenciacién, el tipo celular principal o pinealocito I se
caracteriza por el desarrollo de su reticulo rugoso y la aparicién fre-
cuente de cisternas subsuperficiales. Segtin Bayerova y Malinski (72),
el reticulo rugoso es el organoide que muestra el mayor aumento du-
rante la maduracién postnatal, especialmente en la fase de cinco a
diez dias, las cisternas subsuperficiales han sido descritas en el adulto
(Wolfe, 65). Nuestros resultados muestran que estas estructuras apa-
recen tempranamente y en cantidad importante durante el desarrollo
de los pinealocitos I.

Los pinealocitos II aparecen a los tres dias. No hemos podido iden-
tificar con seguridad una célula precursora de los pinealocitos II en
las ratas de un dia o durante el desarrollo embrionario (Calvo y
Boya, 81 b). No existe en la literatura ningtn dato sobre la diferen-
ciacién de este tipo celular. Desde el principio, los pinealocitos tipo II
muestran caracteristicas similares a las encontradas en la célula dife-
renciada (situacién vecina a un espacio conjuntivo, reticulo rugoso
desarrollado de morfologia caracteristica, presencia de vacuolas cla-
ras, etc.). En fases posteriores, los cambios afectan fundamentalmente
a la forma y electrodensidad de estas células. Esta aparicion brusca
de pinealocitos II bastante diferenciados coincide con la penetracion
de fibras nerviosas en la glandula pineal. Estas fibras establecen ade-
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mas desde el principio una relacién estrecha con los pinealocitos II,
que se mantendréd en fases posteriores. Parece posible, por tanto, que
la diferenciacién de este tipo celular sea inducida por las fibras ner-
viosas pineales. Steinberg y cols. (81) han estudiado el desarrollo de
pinealocitos neonatales (no inervados) en cultivo. A los cinco, once y
diecisiete dias de cultivo, las células muestran las caracteristicas de
pinealocitos tipo I. A los veintiin dias citan la presencia de células
claras y densas. Sin embargo, como se ha sefialado anteriormente, las
células densas de estos autores pueden corresponder mas bien a pinea-
loblastos. Parece pues que, en ausencia de inervacién no se desarro-
llan pinealocitos I tipicos.

La diferenciacién de los tipos celulares pineales iniciada a los tres
dias contintia hasta los veinte-veinticinco dias en que todas las células
parenquimatosas pueden incluirse en uno de los dos tipos de pinea-
locitos descritos. Los estudios bioquimicos indican también que la
mayoria de las indolaminas pineales y los enzimas relacionados con
ellas se desarrollan en las tres primeras semanas postnatales (Hakan-
son y cols., 67; Ellison y cols., 72; Klein y cols., 81). Durante las pri-
meras fases, las células no diferenciadas o pinealoblastos forman cor-
dones facilmente visibles al M/O y M/E. Estos cordones han sido
descritos previamente al M/O por Tapp y Blumfield (70).

Las variaciones en la superficie del corte sagital medio pineal nos
muestran el aumento de volumen de la glandula durante la vida post-
natal. Dicha superficie se multiplica por seis en los primeros seis me-
ses de vida. El crecimiento muestra dos fases: un aumento rapido
hasta los cuarenta y cinco dias y otro mas lento desde los cuarenta y
cinco dias a los seis meses. Blumfield y Tapp (70) y Walker y cols. (78),
estudiando las variaciones del peso pineal, describen también estas dos
fases. Quay y Levine (59) y Wallace y cols. (69) han estudiado el aumen-
to en el area del corte medio pineal hasta los tres-cuatro meses. Los
valores obtenidos en nuestro estudio son ligeramente superiores a los
de estos autores, aunque la forma de la curva es similar. Wallace y
cols. (69) describen una disminucién en el 4drea desde los sesenta a los
ciento veinte dias. En nuestro material, sin embargo, el area sigue
creciendo al menos hasta los seis meses. Las variaciones en el peso pi-
neal parecen seguir también una curva similar (Izawa, 25; Blumfield
y Tapp, 70; Walker y cols., 78).

A partir de los tres dias se produce una marcada disminucién en
el numero de nucleos de células parenquimatosas por unidad de super-
ficie, que indica una hipertrofia de estas células. Varios autores han
estudiado la hipertrofia de los pinealocitos en la rata postnatal, aunque
los valores obtenidos varian. Asi, segun Izawa (25), el numero de nu-
cleos desciende un tercio entre los veinte dias y los cinco meses. Segun
Wallace y cols. (69) y Blumfield y Tapp (70), entre el nacimiento y la
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fase adulta el descenso es de un 50 por 100. Segiin Quay y Levine (57),
a las dieciséis semanas el niumero de ntcleos es un 35 por 100, aproxi-
madamente, respecto a los primeros dias postnatales. Nuestros resul-
tados indican que a los seis meses el nimero de ntcleos por unidad
de superficie es alrededor de un 20 por 100 respecto a los primeros
dias postnatales. Las diferencias pueden deberse en gran parte a la téc-
nica empleada por nosotros (inclusién en plastico y cortes semifinos)
qu e permiten una identificaciéon més segura y una menor distorsién
durante el procesamiento de las muestras. :

Los cambios en el nimero de células por unidad de superficie ex-
plican en gran parte la curva seguida por el drea de seccién media.
El ntimero de ntcleos por unidad de superficie aumenta entre los dias
primero y tercero. Esta fase es la de méxima proliferaciéon celular,
como lo demuestran los estudios de Quay y Levine (57) y Wallace y
cols. (69), asi como nuestras propias observaciones. A partir de los
tres dias, aunque la proliferacién celular contintia, comienza una
hipertrofia de las células parenquimatosas ya diferenciadas. Desde
los tres a los veinte dias, en que las mitosis ya son muy raras, la dife-
renciacion progresiva de los pinealoblastos y la hipertrofia asociada
explican el descenso en el ntimero de nucleos y el crecimiento de la
gldndula. La contribucién de la proliferacion celular a este crecimien-
to, aunque importante en la primera semana, es ya escasa posterior-
mente. Los pinealocitos jévenes presentes a los veinte dias contintian
su hipertrofia hasta que a los cuarenta y cinco-sesenta dias alcanzan
una morfologia similar a la de la célula adulta. Con ello finaliza la
fase rapida de descenso en el ntumero de ntcleos y de aumento del
area de seccién pineal. A partir de los sesenta dias, aunque la hipertro-
fia continua, lo hace ya a un ritmo muy lento.

Durante la vida postnatal se producen también cambios marcados
en la forma y posicién de la gldndula pineal. En la rata neonatal, la
glandula pineal presenta una forma ovoide. El crecimiento postnatal
es intenso segun los ejes sagital y transversal u horizontal (aumento
de dos o tres veces) y menos marcada segtn el eje vertical (1,5 veces,
aproximalamente), lo que da lugar a una forma aplanada, similar a
una castafia. El cambio en la posicién implica la modificciéon del eje
pineal desde una situacién casi vertical a otra muy oblicua, casi ho-
rizontal. La inclinaciéon de la glandula pineal ha sido citada previa-
mente por Kappers (60). Nuestros resultados indican que estos cam-
bios se producen sobre todo entre los siete y los diez dias postnatales.

Por ultimo, hemos encontrado diferencias en el tamano de los
pinealocitos y el volumen pineal entre ratas macho y hembra. Estas
mismas diferencias han sido sefialadas por Blumfield y Tapp (70).

La hipertrofia de los pinealocitos I se acompana de cambios mar-
cados tanto en el aspecto del niicleo como en el nimero y tipo de
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organoides celulares. Apenas existen descripciones previas de estos
cambios. Para Bayerova y Malinski (72), la mayoria de los cambios en
el volumen citoplasmatico y en los organoides se producen entre los
cinco y diez dias, existiendo pocas variaciones entre los diez dias y la
fase adulta. Steinberg y cols. (81) también encuentran pocos cambios
en los organoides entre los cuatro y veintiocho dias, final de su pe-
riodo de estudio. Nuestros resultados indican, sin embargo, una trans-
formacién gradual de los pinealocitos I durante los primeros sesenta
dias de edad. A los sesenta dias ya estdn presentes todas las caracte-
risticas ultraestructurales descritas en la pineal adulta (Wolfe, 65;
Arstila, 67). Sin embargo no se ha alcanzado aun el volumen maximo
de la glandula ni de los pinealocitos. Las modificaciones entre los se-
senta dias y la fase adulta seran probablemente de naturaleza cuanti-
tativa y corresponderan a la fase final del periodo de crecimiento o
hipertrofia indicado anteriormente.

Una caracteristica de los pinealocitos I durante la maduracién
postnatal es una tendencia a formar pseudorrosetas, quedando pola-
rizados alrededor de una cavidad bordeada incompletamente por dis-
positivos de unién. Estas formaciones sé6lo han sido descritas al M/O
previamente por Tapp y Blumfield (70) como pseudoalveolos. Con el
M/E, se han descrito en la rata adulta («circumluminal arrays» de Wol-
fe, 65) y también durante el desarrollo (Zimmerman y Tso, 75; King y
Dougherty, 80; Steinberg y cols., 81). Unicamente Zimmerman y
Tso (75) estudian en profundidad estas estructuras, comparandolas
con las células fotorreceptoras de la retina en desarrollo. Nuestros re-
sultados difieren respecto a las conclusiones de estos autores. Asi,
Zimmerman y Tso (75) encuentran pseudorrosetas con mazas termi-
nales situadas en la luz en ratas de cuatro a doce dias. Desde los dieci-
siete a los noventa y seis dias encuentran acimulos de dispositivos
de unién, pero no luces ni mazas terminales. En nuestro material, las
pseudorrosetas estan poco diferenciadas en los primeros quince dias
y alcanzan su maximo desarrollo al final del periodo estudiado (cua-
renta y cinco-sesenta dias). Durante todas las fases se observan mazas
terminales. Es decir, la evolucién en nuestro material indica un des-
arrollo y no una involucién de las pseudorrosetas y sus mazas asocia-
das con la edad. Zimmerman y Tso (75) tampoco encuentran una re-
lacién de las pseudorrosetas con los espacios conjuntivos, salvo en
un solo caso. Nuestros resultados indican que esta relacién es muy
frecuente, explicando asi la situacién de mazas terminales en los espa-
cios conjuntivos, situacién que se conserva en la fase adulta (Wol-
fe, 65; Arstila, 67). Por dltimo, Zimmerman y Tso (75) describen una
relacién de los centriolos y cilios con la cavidad central de la pseu-
dorroseta, localizando los cilios en las mazas terminales. La mayoria
de los centriolos observados por nosotros se sittian en el citoplasma
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somatico; los cilios, poco frecuentes, se localizan en espacios inter-
celulares no bordeados por dispositivos de unién, los centriolos y ci-
lios desaparecen a partir de los quince dias, transformandose los
centriolos en racimos de microtibulos unidos por un material denso,
segun ha descrito también Lin (70).

Los pinealocitos II estan unidos entre si por dispositivos de unién
que recuerdan a las uniones gap. No se observan mecanismos de unién
entre pinealocitos I y II. Las uniones entre los pinealocitos II se esta-
blecen en ocasiones entre una protusiéon de una célula que queda in-
cluida en una depresion de la célula vecina. El corte transversal de esta
union tendria el aspecto de las vacuolas claras descritas en los pinea-
locitos II. Sin embargo, dado el nimero y situacién, generalmente pro-
funda de las vacuolas claras, parece dificil admitir que todas sean
cortes transversales de una unién intercelular, aunque con las técnicas
utilizadas esto no se puede excluir. La naturaleza de estas vacuolas, su
posible relaciéon con los dispositivos de union y sus significados nece-
sitan mas estudio. Las vacuolas de los pinealocitos IT han sido descri-
tas en la rata adulta por Wolfe (65).
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