EXPERIMENTO N2 3: ANOVAS MIXTOS 2x2 CORRESPONDIENTES A4 LA LONGITUD MEDIA
DE LA RESPUESTA DE BEBIDA REGISTRADA EN SUJETOS EXPERIMENTALES Y CONTRO-
NCIA DE COMIDA SECA. A, B Y C COMO EN TABLA VI, NIVEL DE SIG-
NIFICACION COMO EN FIGURA 11.

A: LINEA BASE

FV SC gl MC I
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B: PERIODO POSTOPERATORIO DE LESION CEREBRAL
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C: PERIODO POSTOPERATORIO DE LESICN CEREBRAL+DUCTO PAROTIDEQ SECCIONADO

Fy S0 gl Me F

L (Lesidn) 10.10 1 10.10 13.022%%%
B (Dias) 0.55 1 0.55 5.785%%

AxB 0.30 1 0.30 3: 150
s/A £laTe 28 0.78

Bxs/A 2.b4 Palo] 0.00




anterior puede concluirse, segun se desprende
que el funcionamiento de las g andulas subman~
resultado afectado como consecuencia de las
y cerebrales el'ectuadas en los animales experimentales. De lo con-
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trario serla dificil explicar por que la decalivacion parotidea
grupo induce prandialidad. En los sujetos controles, sin embargo, la sec-

cion del ducto 4= Stenon no modifica la frecuencia de bebida, lo que su=

giere que los animzles no presentan ningin otro déficit salival

adicional.

Asi, pues, si las glandulas submandibulares de las ratas lesio-
nadas cerebralmente reciben un "input" neural significativamente menor
que las de los animales controles, tal y como se sigue ce los resultados
obtenidos en el experimento anterior, cabria esperar el desarrollo de su-
perisensitividad en lac glandulas mencionadas de los sujetos experimenta-
les. El presente experimento fue disefiado con la intencidn de comprobar
la posibilidad anteriormente expuecsta.

Aungue todavia no se ha demostrado la naturzleza simpatica, pa-

rasimpatica o mixta de la zona cerebral destruida en el presente estudio,
aratémicamente existen pruebas que sugieren su ecaracter parasimpatico
(Hosoya et al., 1983). Por otro lado, diversos estudios han demostrado
repetidamente un fen’men de supersensitividad principalmente colinérgi-
co, bras 1a ¢ ' a nivel periférico de las fibras preganglionares sa-
livatorias parasimpaticas (Emmelin y Muren, 1951; Ekstrdm y Malmberg,
1981). Estos hechos, han inducido a que en el estudio presentado a con-
tinuacidn se haya empleado pilocarpina, farmaco parasimpaticomimético que

presenta un pctente y prolongado electo secretor.

METODC
Sujetos.
En este experimento se utilizaron las mismas 30 ratas empleadas
en los tres estudios anteriores. Las condiciones ambientales a que estu-

1

vieron scmetidos los animales fueron similares a las descritas previamen-

cedimiento experimental.
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es recibieron durante $ dias consecutivos agua y
.d libitum. En el dia siguiente, es decir, 39-40 dias despues de
cirugia cerebral, y tras ser anestesiados con aver etilico fQuimdn,
los animales eran inyectados intraperitoncalmente con Tiopen-
(Fentothal Sddico, Abbott Laboratorios S.A., Madrid) a una dosis de
42 mgrs./ker. Cuando los sujetos se encontraban profundamente anestesia-
dos, se media la saliva basal introducienco en ia cavidad oral del animal
dos unidades de algodon hidréfilo de 10 mgrs. de peso cada una que per-
manecian durante 3 minutos a cada lado de la cavidad bucal. A continua-
cidn, estas unidades eran extraidas de la boca pesindose nuevamente en
una balanza de precision (Cobos, Barcelona). La cantidad de saliva secre-
tada durante este estado de reposo previamente a la estimulacion farma-
coldgica de las glandulas submandibulares-sublinguales, fue empleada como
una medida de linea base.
Seguidamente, tanto experimentales como controles eran inyec-
tados intraperitonealmente con nitrato de pilocarpina (Sigma, U.S.A.) a
una dosis de 0.32 mgrs./kgr. Esta dosis fue empleada debido a su capaci-
dad secretora media tal y como se comprobo con antelacidon en un experi-
mento piloto realizado por el autor. Posteriormente los sujetos eran co-
locados en dectbito prono, posicidn en la que permanecieron a lo largo de
tod » el experimento. El efecto secretor provocado por la pilocarpina fue
medido a los 10, 20, 30, 40, 60, 90 y 120 mirutos tras la inyeccion del
farmaco, utilizando un procedimiento idéntico al descrito mas arriba para

la determinacidn de la saliva basal secretada. No obstante, en cada una

de las medidas tomadas con posterioridad a la administracion de pilocar-

pina, siempre se empled una tercera unidad de algoddn hidrofilo mediante
la cual se obtenia la saliva que no habia impregnado las dos unidades
previas. Seguidamente, eran pesadas nuevamente en una balanza de preci-
sidn, computandose a continuaciéon la saliva secretada para un punto
temporal determinado. Concluido el proceso descrito, los sujetos
experimentales eran colocados en su jaula habitual para ser perfundidos

posteriormente.

animales lesionados cerebralmente fueron perfundidos

fin de examinar con rrecision lz localizacidn neu-

, = G : . . :
la region troncoencefalica afectada por las L lesiones




=15

on este proposito, los sujetos experimentales eran in-

'on una sobredosis letal de Tiopental. Profundamente anes-

bria la pared toricica izquierda para acceder al coracdn.

Ina vez expuesto éste, se realizaba una inecisidn de 2-3 mm. en la auricu-

la derecha, inyectando a continuacion a través del ventriculo izquierdo

10 c.c. de suero fisioldgico isotdnico, seguido de 5-10 c.c. de formal-
dehido al 10 por ciento.

Finalizada la perfusidn intracardiaca, el encéfalo era extraido

mediante la apertura del craneo por su regidn dorsal, introduciendelo a

continuacion en una solucidén de formaldehido al 10 por ciento para su fi-

jacion durante un periodo de dos semanas, aproximadamente. Transcurrido

este tiempo, la zona troncoencefalica donde estaban localizadas las le-

siones efectuadas, era separada del resto del encéfalo mediante dos cor-

tes coronales localizados posterior y rostralmente a la zona lesionada.

Estos cortes incidian sobre la superficie dorsal del encéfalo descri-

biendo un angulo de 70 grados con relacion a la dimension rostral. De

este modo, las ldminas histologicas obtenidas de los animales experimen-
tales que participaron en la presente serie de estudios, pudieron compa-
rarse facilmente con los diagramas anatdémicos presentados en el atlas de
Pellegrino et al. (1979), los cuales fueron confeccionados empleando el
mismo angulo de corte. Este hecho facilitd enormemente la localizacidn
anatomica de la region afectada por las lesiones.

El bloque troncoencefalico separadc dzl resto del encéfalo se-
gun el procedimiento antes expuestn, era laminado mediante un microtomo
de congelacion (Erma, Japon). Los cortes obtenidos presentaban un grosor
de 80 micras, montandose en portaobjetos para su posterior examen bajo
microscopio optico (PZO-LM2, Polonia) a fin de comprobar la localizacion
y extension de las lesiones. Las laminas histoldgicas mas representativas
fueron dibujadas y microfotografiadas (Olympus Optical Co., mod. PM-6.

Japon).

Analisis de los datos.

Con la finalidad de evaluar el efecto Jc la lesidn de la regiodn
Parvocelular sobre la cantidad de saliva secretada tras la administracion
de pilocarpina, se realizo un analisis de variarza mixto 2x7 (Keppel,
1973). En este analisis el factor entre grupos se tan a2 dos ni=

veles (lesidn+ducto parotides seccionadc versus no lesionsducto parotideo
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seccionado) y la variable intrasujetos a 7 niveles (tiempo: 10, 20,
40, 69, 90 y 120 minutos).

Para comparar estadisticamente la cantidad media de saliva se
cretada por los animales controles y experimentales en cada uno de
puntos temporales en los que se registraba la respuesta salival, se
plearon pruebas t de Student para muestras independientes. Esta misma
prueba fue utilizada durante la linea base, a fin de contrastar cualquier

posible difecrencia (McGuigan, 1968).

RESULTADOS

Tras la inyeccidn de pilocarpina, los animales lesionados se-
cretaron una cantidad media de saliva significativamente superior a la
registrada en los sujetos controles (F 1,28 = 9.074, p<0.01. Tabla X.
Figuras 17 y 18). No obstante, un estudio detenido de la curva represen-
tada en la figura 17 indica que esta diferencia solo se observaba duran-
te los puritos iniciales de la curva, desapareciendo dicho efecto una vez
hatian transcurrido 40 minutos tras la administracidén de pilocarpina. Es-
te hecho determind que el efecto de interaccién entre la lesion y el
tiempo alcanzara un valor altamente significativo (F 6,168 = 7.777, p<
0.001. Tabla X).

Asimismo, las diferentes pruebas t efectuadas sefialaban unica-
mente diferencias significativas para los tres punivos iniciales de la
curva obtenida. Asi, a los 10 minutos de inyectar la pilocarpina, los su-
jetos experimentales secretaron una cantidad media de saliva significati-
vamente mayor que la registrada en los controles (t=2.874, p<0.01. Tabla
IX y figura 17). A los 20 y 30 minutes, los resultados obtenidos fueron
similares (t=3.879, p <0.001 y t=3.477, p <0.01, respectivamente. Véase

tabla IX y figura 17). Sin embargo, la saliva media secretada por experi-

mentales y controles en los restantes puntos de medicidn, no alecanzd di-

ferancias significativas (véase tabla IX). Tampoco la secrecién basal de

ambos grupos fue significativamente distinta (t=0.780, N.S. Tabla IX).

Con referencia a los analisis anatdmicos realizados en los ce-
rebros de los 15 animales experimentales que participaron en los 4 expe-
rimantos del presente capitulo, un estudio detallado del Tronco Cerebral
de nada uno de estos suictos reveld que, en todos los casos, las lesiones

struyeron masivamente neuronas de la Formacion Reticular Lateral Parvo-
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celular bulbopontina. No obstante, dependiendo de los cerebros que se
nsideren, la regidn reticular fue afectada en mayor o menor extension,
anzando sdlo esporddicamente las estructuras proximas.

En tode  los cerebros, el centro de la lesidn se hallaba situa-
do entre -2.2 y -2.4 mm. posterior al punto cero estereotaxico, segun el
atlas anatomico de Pellegrino et al. (1979). A este nivel, las lesiones
se situaban dorsalmente a la mitad lateral del nucleo motor del Facial.
La regién afectada quedaba restringida al area Parvocelular de la Forma-
cién Reticular, aunque en algunos cerebros y unilateralmente, el borde
medial del nucleu del Tracto Espinal contiguo resulté también lesionado
(en un 20 por ciento de los casos). En otros animales, el extremo dorsal
del ndcleo motor del Facial resultd igualmente dafiado (20 por ciento de
los casos estudiados).

Dorsomedialmente al area ocupada por las lesiones podia obser-
varse el genu del Facial (véanse figuras 19 y 20).

Por lo general, la zona mas rostral alcanzada por estas lesio-
nes troncoencefalicas se extendia dorsalmente al borde posterior de la
Oliva Superior, a una dimension anteropostericr de -1.8, segun el atlas
de Pellegrino y colaboradores. A este nivel el drea dafiada quedaba prac-

ticamente comprimida entre 1a estructura mencionada y el nicleo motor del

Trigémino no afectando a ninguna de ellas. Por su parte, el punto mas

posterior del area destruida era observado, en la mayoria de los casos,
dorsalmente al nicleo motor del Facial a -2.8 mm. posterior al meato au-
ditivo, seglin Pellegrino y colaboradores.

Asi, pues, aparertemente la regidn troncoencefalica activada y
posteriormente lesionada en los 4 experimentos descritos en la presente
serie, parece coincidir estrechamente con la ubicacidén neuroanatomica del
n.S.s. de la rata, tal y como ha sido descrito recientemente tras el em-

pleo de peroxidasa (véase apartado 52 de la Introduccion General).




FIGURA 17
Cantidad media de saliva secretada por el grupo experimental (————) y

control ( ) durante las dos horas siguientes tras la administra-

cion de nitrato de pilocarpina intraperitonealmente (0.32 mgrs./ker.).

Justamente antes de la inyeccidn del fdrmaco se efectud una medida de 1i-

nea base. Nivel de significacidn como en figura 11.
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Cantidad mediz total de saliva secretada por el grupo experimental (E) y
control (C) durante lzs dos horas siguientes a la administracion intra-
peritoneal de nitrato ce pilocarpina (0.32 mgrs./kgr.). Nivel de signifi-

cacion como en figura 11,
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TABLA X

EXPERIMENTO N°

i

4

ANOVA MIXTO 2x7. NIVEL DE

SIGNIFICACION COMO EN FIGURA

SC

MC

A (Lesion)

B (Tiempo)

100324.30
355102.80
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309575.50
261317.80
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FIGURA 19

Microfotografia de un corte frontal de la region bulbopontina en la que

se observa bilateralmente el centro de las lesiones efectuadas en un
animal experimental representativo (rata n2 36, total saliva: 280
mgrs.). Localizacidn anteroposterior a -2.6 mm. posterior al meato au-
ditivo, segin el atlas naurcanatomico de Pellegrino et al. (1979). Am-

pliacion x10. Abreviaturas: véase Apéndice.







FIGURA 20

Microfotografia de un corte frontal de la region bulbopontina en la que
se observa bilateralmente el centro de las lesiones efectuadas en un

animal experimental representativo (rata n? 11, total saliva: 130

megrs.). Localizacion anteroposterior a -2.4 mm. posterior al meato au-

ditivo, segin el atlas neurcanatdmico de Pellegrino et al. (1979). Am-

pliacidn x10. Abreviaturas: véase Apeéndice.







DISCUSION

presentados anteriormente, muestran una diferen-

1

lara y significativa entre los dos grupos de animales utilizados a
(0 largo de los cuatro experimentos ya mencionados. llnc de estos grupos,

experi tal, fue sometido a lesiones electroliticas del nucleo
Parvocelular bulbopontinc. Por su parte, el grupo control fue operado in-
tracerebralmente pero no lesionado. El resto de las operaciones quirur-
gicas a que ambos grupos rusror sometidos, asi como el procedimiento ex-
perimental que recibieron en los cuatro experimentos descritos anterior-
mente, permanecid constante en todos los casos, por lo que las diferen-
cias detectadas entre experimentales y ccontroles deben atribuirse exclu-

vamente al efecto de la lesidn intracerebral.

En general, y dada la sucesiva capacidad activadora y lesiva de

cualquier lesidn electrolitica, la lesion del nucleo reticular Parvoce-

En efecto, justamente tras el paso de la corriente eléc-

les experimeintales secretaban una cantidad de saliva sig-
nificativamente supericr a la registrada en controles no lesionados, he-
cho que sugiere un efecto activador temporal, a corto plazo, causado por
la lesiodn «lectrolitica. Dicha hipersecrecion podia observarse a los 0,

tras la realizacion de la ultima de las lesiones efec-

Posteriormente, cuando los sujetos ya se habian recuperado de

cirugia estereotaxica, se detectaron diversas anomalias comportamen-
tales que indicaban, como se analizara mis adelante en la presente dis-
cusion, que las lesiones efectuadas habian destruido una zona cerebral
con funciones salivatorias. Entre estos efectos crénicos causados por la

1

lesion intracerebral, que parecen debidos a su efecto propiamente lesivo
sobre el tejido cerebral, destacan la aparicidn de una conducta consuma-
toria ineficaz y el desarrollo de prandialidad.

Este ultimo comportamiento no era cbservado tras la sola lesidn
de] area Parvocelular bulbopontina, tratamiento experimental que, tedri-
camente, provocaria un déficit parcial de saliva preferentemente subman-
dibular y sublingual. Asi, pues, en este caso hubo que incrementar y com-
pletar el déficit salivatorio inducido cerebralmente, mediante la extir-

’

>acion bilateral de las glandulas parotidas lependientes del sistema

Salivatorio inferior del troncoencefalo on 1 ue la desalivzeion ex-




perimentada por los sujetos alcanzd un supuesto umbral eritico para el
desarrollo de un modelo prandial de bebida. Los animales controles, a los
n se les extirparon las parotidas, no manifestaron cambio algu-

la frecuencia de bebida, hecho que indica una participacion directa

region destruida cerebralmente en el desarrollo de este ccmporta-

Finalmente, las lesiones efectuadas han alterado la respuesta
secretora normal de ias gldndulas submandibulares y sublinguales en pre-
sencia de dosis medianas de pilocarpina, un agonista colinérgico. Bajo
estas condiciones, las glandulas mencionadas de los sujetos experimenta-
les secretan una cantidad de saliva significativamente superior a la re-
gistrada en controles sugiriéndose, una vez mas, la influencia moduladora
de la regidn Parvocelular bulbopontina sobre las glandulas salivales. A
pesar de ello, el mecanismo concreto que subyace a este cambio en respon-
sividad glandular provocado por las lesiones, no ha sido estudiado en el
presente trabajo, discutiéndose mas adelante las distintas alternativas
posibles segun los conocimientos existentes.

En relacion al primer experimento de la serie ahora discutida,
podria concluirse que el simple paso del ticmpo produce un efecto signi-
ficativo sobre la hipersecrecidn salival registrada durante la hora si-
guiente a la cirugia intracerebral, independientemente de que los anima-
les hayan sido lesicnados cerebralmente o no. Efectivamente, los resulta-
dos muestran un valor significativo del factor "tiempo" para el conjiunto

de los sujetos, tanto experimentales comc controles. Sin embargo, el ana-

lisis de la interaccidn entre ambos factores (lesién y tiempo) podria

restriiugir el efecto positivo del factor tiempo al grupo experimental. No
obstante, laz interaccion alcanza un valor marginal al nivel de signifi-
cacidn (a una centésima), lo que practicamente sugiere la idea de que

el grupo experimental se produce un aumento significativo en 1z

a lo largo de los tres puntos de medicicn postoperato-

En apoyo de la idea anterior, se ha comprobado que no existe
ninguna diferencia significativa en los animales controles durante el pe-
riodo postoperatorio. De hecho, la mayor cantidad de saliva secretada por
este grupo es la obtenida en la medicidn de linea base. En cambio, en el
grupo experimental se observa un poderoso cambio tras la lesion en la

cantidad de saliva secretada durante los tres puntos de medicion ya men-




cionados.

Inicialmente podria pensarse que la secrecion salival observada
en el grupo experimental a consecuencia de las lesiones efectuadas, es
resulta .0 de la destruccion de un drea troncoencefalica inhibidera de la
salivacidon. Asi, la eliminacidn de dicha influencia inhibitoria favore-
ceria 13 actuacion de otras dreas cerebrales de naturaleza excitatoria,
con lo que el resultado final de la lesion podria consistir en un fuerte
efecto hipersecretor mas o menos similar al obtenido en este trabajo. Es-
ta irterpretacion no se ve apoyada por los resultados obtenidos en los
experimentos anteriormente descritos, ya que de ser cierta dicho efecto
hipersecretor deberia mantenerse permanentemente. No obstante, tras la
recuperacion de la cirugia intracerebral los animales experimentales de-
sarrollan diversas anomalias en su comportamiento nutritivo que parecen
sugerir, como mds adelante se vera, un déficit secretor salival. Asi,
pues, t=l y como se habia propuesto al comienzo de esta serie experimen-
tal, la propia lesidn ha debido activar la estructura cerebral sobre la
gue ha incidido el paso de corriente provocando, inicialmente, hiperse-
crecion salival.

En efecto, existen numerosas pruebas quc demuestran la activa-
cion del sistema secretor salival mediante lesiones electroliticas. Asi,
por ejemplo, Grijalva et al. (1983) observaron hipersalivacidn en ratas a
las que les habia sido lesionado electrcliticamente el Hipotdlamo Late-

ral 24 horas antes. Este hecho sugiere, segin estos autores, un incre-

mento en la zctivided neuronai del area lesionada. Transcurrido algun

tiempo, 2sta actividad hipersecretora salival provocada por la lesidn hi-
potaldmiza desaparece, observandose un déficit cronico en secrecidn sa-
lival, el cual parece ser el causante del modelo prandial de bebida ca-
racteristico de estos animales con lesiones en el HL (Kissileff y Eps-
tein, 1979).

También Schallert et al. (1978) observaron un efecto hiperse-
cretor salival inmediatamente después de la lesion electrolitica del HL,
seguido por hiposalivacion a los € dias tras la intervencidn cerebral.
FEsta misma secuencia temporal de hipersecrecion seguida por hiposaliva-
cion, ha sido observada en la presente serie experimental tras la lesidn
electrolitica del nidecleo Parvocelular reticular del Tronco Cerebral sugi-
riéndose, por tanto, un efecto estimulante de la lesidén previamente a la

destruccion neuronal.
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inalogas a las expuestas mas arriba pueden ex-
el sistema neurobicligico sobre el que incide 12 lesidn
presenta otras caracteristicas funcionales. Asi, Blessing et al. (1982)
han demostrado claramente que la lesion electrolitica de las celilas cir-
cunscritas en el centro noradrenérgico bulbar Al, el cual proyecta direc-
tamente hacia el nucleo Supradptico y Paraventricular del Hipotdlamo,
provoca una rapida hipersecrecion de vasopresina. Los niveles de vaso-
presina plasmiticos registrados en el grupo lesionado comenzaban a ser
significativos a los 5 minutos tras la lesion, conservandose esta dife-
rencia incluso una hora después. Este efecto hipersecretor causado por la
lesién de A1, parece ser evocado por la activacidn momentanea de dicha
zona y no por la lesidn de un sistema inhibidor de la secrecion de vaso-
presina. Esta posibilidad ha sido demostrada tras la administracion en
esta region bulbar de L-glutamato, un potente neuroexcitador que produ-
cia efectos similares a los observados tras la lesion electrolitica (Ble-
ssing et al., 1985).

Por ultimo, resultados semejantes a los comentados anterior-
mente pueden cbservarse cuando la lesidn incide sobre zonas cerebrales
implicadas en el control del sistema muscular. Asi, en el conejo, Mec-
Cormick y Thompson (1984) han demostrado que la lesidn del nicleo Dentado

Interpdsito del Cerebelo provoca ipsilateralmente una secuencia de res-

puestas nictitantes seguida, mas tardiamente, por un déficit en su pro-

duceidn bajo condiciones experimentales especiales.

En conclusidn, y segun los estudios mencionados anteriormente,
puede asumirse que la corriente continua directa suministrada por una le-
sion electrolitica actua durante cierto tiempo como agente estimulante de
las neuronas a quienes se aplica, ejerciendo un efecto similar al produ-
cido por la corriente pulsante directa habitualmente empleada para la es-
timulacion eléctrica cerebral. Por tanto, la lesidn electrolitica supone
activacion neuronal temporal seguida de una lesion irreversible o perma-
nente. El mecanismo a través del cual la lesidn electrolitica produce uno
u otro efecto no es bien conocido (Thompson, 1971; Schallert et al.,
1977).

KResumiendo loc expuesto nasta ahora, en el primer experimento de
la presente serie se ha observado un incremento signiticativo en secre-
cidén salival como resultado de las lesiones troncoencetdlicas efsctuadas.

En segundo lugar, esta hipersecrecidn parece ser debida a una zetivaeidn
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temporal, causada por la lesion electrolitica, de una zona cerebral sa-
livatoria. Por otra parte, se ha demostrado que este fendmeno no s debi-
do al mero transcurso del tiempo, una vez efectuadas las lesiones.

Segun los andlisis histoldgicos realizados en los cerebros de
los 15 animales experimentales empleados en esta serie de experimentos,
el efecto secretor asi como las subsiguientes alteraciones comportamenta-
les discutidas mas adelante, parecen venir causadas por la lesion de la
region Parvocelular troncoencefalica, ubicada en la Formacion Reticular
lateral bulbopontina. Generalmente, en el conjunto de los animales ex-
perimentales, la lesidn se extendia a lo largo de la Formacion Reticular
bulbopontina, situandose entre el genu del Facial, y el nicleo motor del
VII par craneal. Asi, la situacion anatomica de las neuronas salivato-
rias lesionadas electroliticamente en estos experimentos no se corres-
ponde, por lo general, con las localizaciones neuroanatomicas propuestas
para el n.S.s. mediante técnicas anatdmicas tradicionales. Los datos
aportados en esta serie experimental, por tanto, proponen inicialmente
una nueva localizacidn para las neuronas salivaturias del troncoencéfalo,
distinta a las comunicadas hasta ahora en base a técnicas anatdmicas de
tincién histoquimica (colinesterasa) v de degeneracion retrodgrada celu-
lar.

Sin embargo, la zona anatdomica afectada en los estudios fisio-
l6gicos aqui presentados parece coincidir estrechamente con la regidn de-

limitada como n.S.s. por la totalidad de los estudins que han utilizado

peroxidasa, tanto en la rata como 2n ctras especies (véase figura 5).

Asi, la zona dafiada en los animales experimentales empleados en
este capitulo, coincide con el area troncoencefalica propuesta inicial-
mente por Hiura (1977) como n.S.s. Sin embargo, el nivel mas rostral y
posterior del nicleo s6lo es alcanzado esporadicamente por la lesidn.

Igualmente, la distribucién de células marcadas observada por
Contreras et al. (1980) es concordante con la zora de la Formacion Reti-
cular Parvocelular lesionada en los experimentos de la presente serie. En
este caso, las lesiones efectuadas ocupan la mitad rostral del nicleo Sa-
lival superior, tal y como viene delimitado por Contreras y su grupo.

El centro de ls zona lesionada electroliticamente en los expe-
rimentos aqui comunicados se corresponde, asimismo, con la region antero-
posterior de mayor porcentaje de células marcadas hallado por Nicholson

et al. (1981). No obstante, los somas tefiidos con peroxidasa en el estu-
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natomico de Nicholson v colaboradores se extienden hasta regiones
nteriores y mas posteriores al lugar de ia lesidn.

Por su parte, la localizacion mas rostral de las neuronas sa-
livatorias que sugieren Mitchell y Tempieton (1981) en su estudio neuroca-
natomico, solo es afectado esporadicamente por estas lesiones electroli-
ticas, situandose mas caudalmente tanto el mayor nimero de células mar-
cadas como el centro de las lesiones.

En relacion al estudio de Hosoya et al. (1983) empleando pe-
roxidasa en la rata, las lesiones efectuadas en los experimentos de este
capitulo se correspenden muy fielmente con la distribucidn de las célu-
las tefiidas identificadas por estos autores como n.S.s. En este caso,
tanto las lesiones como la zona central marcada con peroxidasa ocupan el
drea situada medialmente al ndcleo Espinal del Trigémino y lateralmente a
la raiz ascendente del nervio Facial. Nuevamente en esta ocasisn, ante-
roposteriormente las lesiones realizadas se superponen a la mitad rostral
del n.S.s., segun la distribucidn de células marcadas observada por Ho-
soya y colaboradores.

En conclusion, por tanto, los examenes histologicos llevados a
cabo en los cerebros de lcs animales lesionados de la presente serie ex-

perimental permiten afirmar que la regidn activada y posteriormente des-

truida por las lesiones electroliticas a que fueron sometidas las ratas

experimentales, coincide con la mitad rostral del area troncoencefalica
recientemente definida como n.S.s. mediante técnicas neuroanatdmicas fia-
bles (peroxidasa).

La region reticular Parvocelular bulbopontina lesionada en los
experimentos ya descritos, no habia sido definida funcionalmente hasta
ahora como nucleo Salival superior en la rata. Pese a que en este capitu-
lo no se disocia la saliva secretada por cada glandula salival indivi-
dual tras la lesidn cerebral, el hecho de que sdlo se produzea prandiali-
dad en los sujetos lesionados tras la extirpacion bilateral de las glan-
dulas parotidas, sugiere la posibilidad de que la zona troncoencefilica
lesionada controle, fundamentalmente, la actividad secretora de las glan-
dulas submandibulares y sublinguales correspondiéndose, por tanto, con el
n.S.s. De este modo, la desalivacidn parotidea unida al déficit salival
submandibular y sublingual provocado, al parecer, centralmente por las
lesiones, ha debido dar lugar a un déficit secretor lo suficientemente

elevado como para que los sujetos experimentales puedian desarrollar un




modelo prandial de bebida (véase exper mento n? 3).

Ademas, como se ha demostrado en los experimentos anteriores,
ni la desalivacion parotidea (grupo control dei experimento n® 3), ni la
lesidn del nucleo Parvocelular exclusivamente (grupo experimental, expe-
rimento n? 2), parecen inducir prandialidad, hecho que sugiere una vez
mas, la necesidad de un déficit salival global a fin de evocar el compor-
tamiento mencionado, el cual sdélo es producido en la presente serie tras
la manipulacidn cerebral y periférica aludida conjuntamente.

Por otro lado, el modelo prandial de bebida observado en los
sujetos lesionados del experimento n2 3, solo es observado en presencia
de alimento seco. Por el contrario, durante el consumo de alimento hime-
do, en donde la sequedad oral es minima, la sed prandial previamente ob-
servada en los animales experimentales era eliminada, no observandcse ba-
jo estas condiciones diferencias significativas entre controlez y expe-
rimentales en el numero de respuestas de bebida emitidas durante el
consumo del alimento. Estos resultados sugieren claramente que el com-
portamiento prandial mencionado es provocado, especificamente, por la su-
ma de tratamientos experimentales cuyo resultado final ha sido la apari-
cidn de un marcado déficit salivatorio. Por lo tanto, mientras que la in-
tervencidn periférica provoca un déficit parotideo, las lesiones cerebra-
les han debido afectar significativamente a las glandulas submandibulares
y sublinguales.

Es improbable que las lesiones troncoencefalicas hayan afectado
sustancialmente al nucleo Salival inferior, ya que de haberlo hecho estas
lesiones habrian denervado significativamente a las glandulas pardtidas.
Bajo estas cordiciones, por tanto, no hubiera sido necesario extirpar pe-
riféricamente las gldndulas mencionadas a fin de que los sujetos lesio-
nados desarrollasen un patron prandial de bebida. No obstante, y en base
a la demostrada superposicion de somas salivatorios superiores e infe-
riores ya estudiada (vease apartado 59 de la Introduccion General), es
posible que las lesiones efectuadas hayan afectado al n.S.i., aunque
siempre en menor grado que al superior. Esta idea, que sera abordada en
capitulos proximos, concuerda con los datos neuroanatomicos existentes

sobre ambos nucleos salivales, dada la diferente densidad anteroposte-

rior de unas y otrzs neuronas.

Al haberse demostrado histoldzicamente una estrecha concordan-

1

cia entre la zona ~erebral lesionada en la presente serie y aquella co-
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ada recientemente como n.S.s., parece evidente que tanto 1 secre-
cidn salival evocada tras las lesiones como el resto de los fendmenos ob-
servauos a largo plazo, sorn mediados por la actuacion directa sobre somas
celulares salivatorios, y no por la intervencion especifica sobre los
sistemas aferentes o eferentes de los nlcleos salivales troncoencefdli-
co3 propuestos anatomicamente.

Como ya se expuso anteriormente, los estudios clasicos de esti-
mulacidn eléetrica localizaron los nicl=os sal.vales en la region dorsal
y lateral bulbopontina debido, principalmente, al fuerte efecto secrstor
evocado tras la estimulacion de estas zonas (véase apartado 62 de la In-
troduccion General). Sin embargo, segun se desprende de los conocimientos
anatomicos actuales, parece claro que en estos primeros estudios las zo-
nas estimuladas se correspondian con regiones de paso de axones saliva-
torios eferentes, los cuales recorren una franja oblicua dorsolateral
hasta alcanzar la periferia (Contreras et al., 1980). De este modo, la
zona reticular Parvocelular bulbopontina fue totalmente descartada como
region de asiento de los cuerpos ceiulares salivatorios. De hecho, en
ninguno de estos estudios se comunican puntos reactivos restringidos en
esta zona, salvo er unz publicacion presentada por Chatfield (1941). En
este ultimo trabajo, las areas bulbopontinas sensibles a secrecion sub-

mandibular y sublingual aparecen difusamente diseminadas ocupando una re-

gidn que podria corresponderse con el borde mas rostral del n.S.s., tal y

como ha sido definido recientemente con peroxidasa.

En relacion a 'ns estudios publicados ultimamente por Donald-
son, Mitchell y Templeton (1984a y b) sobre la localizacidn funcional de
lor centros salivales del troncoencéfalo, el area estimulada por estos
autores no coincide anatdmicamente con la zona intervenida en la presente
serie experimental. En primer lugar, como se ha indicado mas arriba, la
zona lesionada en este trabajo se corresponde con la presentada como
n.S.s. en los distintos trabajos efectuados con peroxidasa; esta zona le-
sionada, coincide ineluso con la region delimitada neuroanatomicamente
por estos mismos autores como n.S.s. (Mitchell y Templeton, 1981). Por su
parte, sorprendentemente la zona estimulada por Donaldson et al. (1984a y
b) y definida funcionalmente como centro salival, esta localizada fuera
de la Formacion Reticular Lateral, quedando circunscrita, en todos los
casos presentados, en el nicleo del Tracto Espinal del Trigémino. Segun

+

los conocimientos anatomicos existentes hasta este momento parece eviden-
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te, por tanto, que el grupo de Donaldson no ha estimulado proplamente un
nicleo salival, bien superior o inferior.

Sin embargo, tal y como demuestran Donaldson et al. (1984a y
b), la estimulacion del nucleo del Tracto Espinal del Trigémino evoca se-
crecion salival, principalmente de la glandula pardtida. Estos autores
explican dicho efecto sugiriendo que la region estimulada constituye el
origen de la inervacion parasimpatica de esta glandula. No obstante, la
explicacidon propuesta carece de base anatdmica que la sustente, nc co-
rrespondiéndose tampoco con la zona presentada por Contreras et al.
(1680) como n.S.i. y a la que Donaldson y colaboraderes hacen referencia
como sustrato neuroanatémico de su estimulacidn.

Podria proponerse aqui una posible explicacion teorica de los
hallazgos de Donaldson et al. (1984a y b). Estos resultados podrian de-
berse a la activacidn de fibras aferentes de la cuerda del timpano que
atraviesan el angulo dorsolateral del nicleo del Tracto Espinal del Tri-
gemino (Hiura, 1977; Contreras et al., 1980 y 1982; Whitehead et al.,
1983), o bien a la estimulacidn del propio niucleo Espinal del Trigemino.
De hecho, como han demostrado diversos estudios, las neuronas del rucleo
Salival superior e inferior responden a la estimulacidén de ramas senso-
riales del Trigémino que inervan la cavidad oral (Murakami et al, 1982 y

1983; Izhizuka et al., 1986), o tras la activacion de aferencias gusta-

tivas por medios electrofisinldgicos o fisiologicos (Eisenman y Azmitia,

1982). Asi, pues, podria evocarse secrecion salival tras la estimulacion
intracerebral de algunc de estos sistemas de fibras aferentes, los cuales
discurren exactamente a través de la region activada por Donaldson y
colaboradores.

Por otra parte, la estimulacion eléctrica del nicleo del Tracto
Espinal del Trigémino ha podido afectar, en los trabajos comentados, no
sb6lo aferencias a ambos nicleos salivales, sino también axones secreto-
motores (Nomura y Mizuno, 1981 y 1982. Véase figura 5). De este modo, la
amplia zona por la que transcurren los axones de las neuronas salivato-
rias antes de su salida del troncoencéfalo, atravesando el nucleo del
Tracto Espinal del Trigémino, principalmente, sugiere también una posi-
ble explicacidon neuroanatémica a los resultados obtenidos por Donaldson
et al. (1984a y b), no concordantes con los datos neurcanatdmicos mas re-
cientes.

En conclusion, por tanto, los diversos estudios efectuados a
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f'in de localizar funcionalmente el n.S.s., confirman la existencia de una

extensa zona hbulbopontina 1implicada en el control neural de la

salivacidon. Sin embargo, en todos estos estudios las regiones presentadas

como n.S.s. coinciden con zonas de paso de vias aferentes o eferentes re-
lacionadas directamente con los nucleos salivales del Tronco Cerebral,
tal y como recientemente ha podido demostrarse al disociar anatdmicamente
los somas salivatorios de sus miltiples vias de conexidn {véase apartado
59 de la Introduccién General). En efecto, en los estudios anatomicos
realizados con peroxidasa es facil apreciar una localizacidn diferente
para los somas, por un lado, o bien para las fibras eferentes de dichas
neuronas salivatorias. En el presente trabajo, los distintos efectos se-
cretores demostrados, tanto temporales (experimento n? 1) como permanen-
tes o cronicos (experimentos n2 2, 3 y U4), han sido provocados por la le-
sidn electrolitica de la regidn ocupada por los somas salivatorios sin
afectar a los tractos de salida de estas neuronas, hecho que apoya fun-
cionalr:ante la vieja y polémica idea que concedia a la Formacidn Reti-
cular Parvocelular troncoencefalica una funcidn secretomotora. Quiza sea
esta una de las aportaciones fundamentales presentadas en esta serie ex-
perimental, dada la perfecta concordancia existente entre las zonas le-
sionadas en el presente estudio y aquellas otras que, en la rata, han
sido descritas como asiento de somas salivatorios superiores mediante la
aplicacion de peroxidasa.

Asimismo, la zona cerebral lesionada en el presente conjunto de
experimentos y definida como n.S.s. funcionalmente, representa la "via
final comin" de un sistema cerebro-glandular. Efectivamente, como ya se
comento con anterioridad, si las fibras preganglionares eferentes de la
cuerda del timpano son estimuladas eléctricamente justamente antes de cu
entrada a la glandula submandibular, pueden registrarse pctenciales an-

tidromicos restringidos en el n.S.s

La hipersecrecidn salival observada en el presente estudio como
resultado de la lesion del area Parvocelular bulbopentina, parece de-
berse especificamente a la activacion directa de somas salivatorios su-
periores fundamentalmente, y ro debida a la estimulacidon de cualquier
otro sistema que a su vez provogue un eflecto salivatorio secundario.
Igualmente, la secrecion observada no puede ser atribuida a un efecto ac-

tivador generalizado.
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idea de que la hipersalivacion obtenida en estos casos es
primaria, se ve apoyada por diversos hechos experirentales observados en
esta serie experimental. En efecto, una vez los animales se habian recu-
perado de la cirugia estereotaxica, los sujetos iesionados manifestaban
diversas alteraciones en su comportamiento nutritivo desarroliadas, se--
gun parece, por un profundo déficit en secrecion salival. Asi, pues, dado
que la lesidn electrolitica del area Parvocelular provoca un déficit per-
marente en secrecidn salival, es ldgico suponer que la nipersalivacion
inicial registrada inmediatamente después de la cirugia cerebral, sea de-
bida a una activacion directa de la corriente eléctrica sobre neuronas
salivatorias, las cuales resultan destruidas irreversiblemente con pos-
terioridad.

Como ya se ha mencionado, uno de lcs comportamientos a travées
del cual parece poder inferirse un déficit en secrecion salival, consiste
en la aparicidn de numerosos restos alimenticios :véase Stricker, 1970).
Asi, tal y como cabria esperar, los animales lesionados intracerebral-
mente en este capitulo, presentaban dicha anomalia consumatoria en un
grado significativamente superior al registrado en sujetos controles
(véase experimento n® 2). Este fendmeno era observado una vez habian
transcurrido 15 dfas tras la cirugia estereotaxica, periodo de tiempo su-
ficientemente largo como para que el efecto lesivo del tratamiento elec-
trolitico haya sustituido a la capacidad activadora de la lesidn, puesta
de manifiesto en el experimento n2 1 (véase Schallert et al., 1978).

Otros autores han demostrado, asimismo, una conducta consuma-
toria ineficaz como resultado de la lesion de la zona situada medialmente
al complejo amigdalino (Dacey y Grossman, 1977). En estos casos, las ra-
tas experimentales solian presentar una eficiencia alimenticia unas tres
veces inferior a la observada en sujetos controles, caracterizada por un

incremento en la cantidad de alimento residual. Este déficit consumato-

rio remite al 6-8 dia postoperatorio siendo provocado, segin parece, por

la interrupcion de fibras piramidales con direccidn a la musculatura
oral. En este mismo trabajo, la lesidn del Globus Pallidus producia un
déficit afagico temporal (6-7 dias,, sin embargo, aungue los animales ex-
perimentales comian menor cantidad de alimento durante estos dias no se
registro déficit consumatorio alguno, lo que demuestra que la aparicion
de restos alimenticios no es un efecto postoperatorioc generalizade. Asi-

’

mismo, la lesion del nucleo amigdalino central no inducia afagia, ni tam-




poco una disminucion en la eficacia alimenticia.

El efecto comunicado en el experimento n? 2 de la presente se-=
rie, no puede ser explicado en base a un déficit en la coordinacion sen-
soriomotora necesaria durante la nutricion, tal y como propone Grossman
(véase Dacey y Grossman, 1977). En primer lugar, las lesiones realizadas
no afectan a zonas troncoencefalicas implicadas directamente en los re-
flejos linguomandibulares. Asi, el nucleo motor del Trigémino y sus fibras
eferentes de salida se encuentran localizados rostrodorsalmente al area
lesionada, no habiendo sido alcanzados en ninguno de los 15 cerebros exa-
minados. Por otro lado, las lesiones efectuadas se encontraban muy ale-
jadas del tracto Piramidal, el cual presenta una localizacidon medial.

En segundo lugar, el curso temporal del fendmeno comunicado por
Dacev y Grossman es muy diferente al observado en este estudio. De este
modo, mientras que el déficit consumatorio descrito en el trabajo men-
cionado desaparece a los 6-8 dias postoperatorios, los datos presentados
en el experimento n? 2 de este capitulo fueron registrados 15-16 dias
después de la lesidn del area Parvocelular.

Un comportamiento similar al comentado mas arriba, ha sido ob-
servado también por Zeigler (1983 y 1984) tras la seccicn poriirica de
ramas sensoriales del Trigémino, o bien ~omo consecuencia de lesiones ce-
rebrales que afectaban al Lemniscus del Trigémino en algun punto compren-
dido entre su origen, en el nicleo Sensorial del Trigémino, y su termi-
nacion en el complejo ventrobasal talamico. Las ratas afectadas por el

"sindrome del Trigémino" manifiestan un periodo de afagia cuya duracidn y

gravedad es proporcional a la magnitud del déficit sensorial produzido.

Es mas, estos animales dedican gran parte del tiempo total empleado en
comer manipulando el alimento, lo que da lugar a un aumento significativo
en la cantidad de restos alimenticios.

A pesar de la enorme similitud entre el fendmeno anterior pre-
sentado por Zeigler y el observado en la presente investigacidn como re-
sultado de las lesiones realizadas en la Formacion Reticular Lateral bul-
bopornitina, parece improbable que la conducta consumatoria ineficaz des-
crita en ambos estudios sea causada por los mismos mecanismos. Por una
parte, las lesiones efectuadas en los sujetos experimentales de esta se-

rie solo alecanzaban parcial y unilateralmente el

nicleo Sensorial del
Trigemino en algunos casos aislados (en 3 de 15 ratas lesionadas). Ade-

mas, si dichas lesiones hubieran afectado en mayor o menor grado al sis-
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tema del Trigémino cabria esperar un comportamiento afagico proporcional
al dafio neural producido. No obstante, 15-16 dias después de nhaber sido
lesionada el area Parvocelular, momento en el que los animales afectados
por el sindrome del Trigémino todavia manifiestan una profunda afagia, no
se observaron diferencias significativas entre experimentales y ccntro=-
les en la cantidad media de comida seca consumida. A pesar de ello, la
eficiencia alimenticia registrada en los sujetos experimentales, tal y
como ha sido definida con antelacidn, era signif . -ativamente inferior a
la observada en controles no lesionados. Por tanto, esta disociacidn en-
tre la conducta nutritiva y la eficiencia alimenticia demostrada clara-
mente en los sujetos experimentales de la presente serie y ausente en los
animales afectados por el sindrome del Trigémino (véase Zeigler, 1983),
sugiere que los mecanismos neurales que median en uno y otro caso la con-
ducta estudiada son diferentes.

Es posible, por tanto, que el fendmeno comentado sea debido a
un déficit en secrecidn salival inducido por la lesidn del area reticular
Parvocelular. Esta interpretacion estd en consonancia con los resultados
obtenidos por otros autores (Stricker, 1370; Lawson et al., 1974), tras
la extirpacidn parcial o total de las glandulas salivales. Es mas, en la
presente serie se aporta un dato que demuestra claramente que la conducta
alimenticia ineficaz manifestada por los sujetos experimentales viene de-

terminada por un profundo déficit salival. En efecto, como ya se ha men-

cionado previamente, la extirpacion bilateral de las glandulas parotidas

provoca en estos animales lesionados el desarrollo de un modelo prandial
de bebida. Este hecho sugiere que la lesidn cerebral ha debido de causar
un défieit secretor salival, fundamentalment=s de origen submandibular y
sublingual, de lo contrario nc podria explicarste la aparicion de la pran-
dialidad tras la intervencidn periférica. Por tanto, parec~ ldgico atri-
buir el deficit consumatorio presentado en el experimento n2 2 de este
trabajo a la lesidn de un centro cerebral implicado directamente en se-
crecidn salival.

lgualmente, la prandialidad observada en los sujetos lesionados
durante el iercer experimento de esta serie parece deberse a un déficit
especifico en secrecion salival. En efecto, como ya se comentd anterior-
mente, esta conducta alternante de bebida es totalmente eliminada cuando
la comida seca es sustituida por alimento humedo 0 que demuestra que

1 . . - ] - 4 v 4
omportamental solo se manifiesta dependlendo de las necesl-




que experimentalmente se exponen los animales.

sumen, por tanto, hasta ahora se ha demostrado que la se-

salival evocada como consecuencia de la lesion Parvocelular es
especifica, producida por la activacidn de una region cerebral con fun
ciones salivatorias. Por otra parte, su lesion da lugar a déficits per=
manentes o cronicos en secrecidn salival asociados fundamzntalmente con
as glandulas submandibulares y sublinevales, tal y comd se desprende de
as alteraciones compertamentales ante:_.ormente expuestas. La zona acti-
vada y posteriormente destruida por las lesiones, coincide exactamente
con el n.S.s. segun la nueva localizacidn anatdmica recientemente pro-

puesta para esta estructura neuronal. Asi, pues, en base a los examenes

histoldgicos realizados, las lesiones electroliticas efectuadas en 1la

presente serie de experimentos parecen haber afectado principalmente a
somas y no a fibras salivatorias.

Existe ura prueba experimental directa que sugiere que lasglan
dulas submandibulares-sublinguales han sido afectadas sustancialmente por
la intervencidén cerebral reaiizaia. Efectivamente, la respuesta salival
observada tras la estimulacion coliﬂérgiea con pilocarpina de las glén-
dulas submandibulares y sublinguales, es significativamente diferente en
funcidn de gue los sujetos presenten lesiones en la regidn Parvocelular
del Tronco Cerebral o pertenezcan al grupo control. Para la misma dosis,
los animales experimentales secretan una cantidad media de saliva sig-
nificativamente superior a la registrada en controles, hecho que sugiere

las lesiones reticulares han debido de afectar una zona cerebral re-
lacionada directamente con el normal funcionamiento de las glandulas an-
tes mencionadas.

Este mismo fendmeno hz sido observado repetidamente tras la de-
nervacion de las glandulas submandibulares y sublingiales mediante la
seccion periférica de la cuerda del ULimpano (Emmelin y Muren, 1951; Eks-
trom y Malmberg, 1981). Por tanto, los resultados obtenidos en este estu-
dio podrian ser explicados por el desarrollo de supersensitividad en las
glandulas submandibulares y sublinguales coms consecuencia de la dener-

causada por las lcsiones trencoencefalicas. De hecho,

concordante con los datos obtenidos en los experi-=

implica un

ternativa a los
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resultados del experimento comentado podria proponer que la denervaciodn
submandibular y sublingual provocada por la lesion central, haya reducido
significativamente los niveles de acetilcolinesterasa presentes en las
sinapsis glandulares, permitiendo la actuacidn de la pilocarpina durante
periodos de tiempo mas prolongados. Este mayor tiempo de actuacion se
traduciria fisiocldgicamente en una respuesta secretora salival incremen-
tada. De hecho, tanto en las glandulas salivales como en otras visceras y
drganos periféricos inervados normalmente, la disminucidn de los niveles
de acetilcolinesterasa tras la administracion de agentes farmacoldgicos
anticolinesterdsicos procuce, en presencia de agonistas colinérgicos, una
respuesta incrementada similar a la observada en un caso tipico de su-
persensitividad (Westfall et al., 1974; McConnell et al., 1976). En estos
casos, en cambio, el efecto desaparece una vez cesa la :icciodn anticoli-
nesterasica, por lo que no se puede hablar de una avténtica supersensi-
tividad postsinaptica.

Al parecer, los niveles glandulares de este enzima son muy sen-
sibles a la denervacidn, ya que sdlo 2 dias después de este tratamiento
experimental la magnitud de acetilcolinesterasa submandibular disminuye
significativamente (Nordenfelt, 1964), hecho que apoya todavia mds la hi-

.

potesis alternativa expuesta lineas mas arriba.

A pesar de esta posible argumentaciodn, “recuentemente presen-
tada en este tipo de estudios, Strémblad (1957) demostrdé funcionalmente
er la glandula submandibular del gato que la pilocarpina, el agonista co-
linérgico empleado en el presente estudio, no era susceptible a la degra-

dacion por acetilcolinesterasa. La inhibicidn de diche enzima urilateral-

mente mediante la administracion de agentes anticolinesterasicos inyec-

tados en la glandula submandibular a través de su ducto excretor princi-
pal, no producia tras la aplicacidn de pilocarpina una secrecion salival
significativamente superior a la registrada en la glandula control, cuyos
niveles enzimaticos normales no habian sido modificados. En cambio, la
aaministracion de pilocarpina algunos dias después de la denervacion pa-
rasimpatica submandibular, si evocaba una respuesta salival significati-
vamente superior a la observada en la glandula control.

Por tanto, puede asumirse que la respuesta secretora aumentada
descrita en el experimentoc n2 4 viene mediada por un incremento en la
sensitividad glandular, fendmeno que hace su aparicion tras la denerva-

cion parasimpatica o simpZtics: de una estructura periférica dada. Este
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hecho constituye una prueba mas a partir de la cuai puede inferirse una

‘uncidn secretora salival para la Formacion Reticular Parvocelular. No
obstante, el mecanismo postsinaptico mediante el cual las glandulas sub-
mandibulares y sublinguales adquierer mayor capacidad de respuestz, no ha
sido estudiado en el presente trabajo.

En general se acepta que la supersensitividad submandibular in-
ducida tras la denervacion simpdtica viene mediada por un incremento de
los receptores beta adrenérgicos. principalmente (Arnett y Davis, 1979).
En cambio, la descentralizacion par2cimpatica de esta glandula no produ-
ce un incremento en el numero de receptores muscarinicos submandibula-
res, como tampoco en la afinidad de los mismos (Ekstrom, datos no publi-
cados. Véase Ekstrém et al., 1982). Igualmente, la seccion del nervio au-
riculotemporal no aumenta el numero de receptores muscarinicos detecta-
dos en la gldndula pardtida; al contrario, dicho tratamiento parece dis-
minuir significativamente la densidad de los mismos en comparacion con
controles no operados, lc que sugicre, por otra parte, la existencia de
receptores colinérgicos de este tipo en las fibras salivatorias indicadas
antes de su degeneracion (Talamo et al., 1979).

A partir de estos estudios, por tanto, podria concluirse la
existencia de otros mecanismos distintos a los expuestos lineas mas arri-
ba como posibles mediadores de la supersensitividad glandular. Es pro-
bable que estos mecanismos alternativos se basen en cambios en la permea-
bilidad idnica de la membrana de las células receptoras, tzl y como
ocurre en otros sistemas periféricos, el musculo cardiaco, por ejemplo
(véase Thesleff et al., 1980).

Los resultados anteriormente expuestos no concuerdan con los
datos publicados por Hedlund, Abens y Bartfai (1983), quienes han demos-
trado un claro aumento en el numero de receptores muscarinicos detectados
en los tres pares de glandulas salivales, tras el tloqueo farmacoldgico
glandular (con atropina) durante un periodo prolongado de tiempo (14
dias).

Asimismo, en consonancia con el estudio de Hedlund y colabora-
dores, si el input nervinso submandibular es incrementado durante varias
semanas mediante la administracidon periddica de anticolinesterasas, por
ejemplo, se observa la aparicién de un fendmeno de subsensitividad fun-
cional asociado a una reducciodn especifica de la densidad de receptores

muscarinicos glandulares (Costa y Murphy, 1985).
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Este ultimo dato, pues, unido al de Hedlund et al. (1983) antes
mencionado, sugiere gue no puede descartarse un cambio en la densidad de
los receptores postsindpticos glandulares como base explicativa del fend-
meno aqui comentado. En conclusidn, por tanto, se requieren nuevas
pruebas que determinen la validez de los trabajos efectuados hasta ahora,
presentando resultados unanimes sobre este problema.

A modo de resumen, los diferentes experimentos presentados en
este capitulo sugieren individualmente una funcidn secretora salival para
la Formacion Reticular Parvocelular bulbopontina. A pesar de que las con-
clusiores que se desprenden de los distintos estudios anteriormente ex-
puestos son comunes, el procedimiento seguido en cada uno de los 4 expe-
rimentos presentados difiere marcadamente. Por tanto, a partir de datos
fisioldgicos (erperimento n® 1), comportamentales (experimentos n2 2 y 3)
y farmacoldgicos (experimento n2 U4), parecen extraerse idénticas
conclusiones. Globalmente, el hecho de que se aborde un mismo problema

desde perspectivas bioldgicas diferentes, como ha ocurrido aqui, permite

que los distintos datos obtenidos se complementen entre si, lo que puede
ayudar, por otra parte, a interpretar en un solo sentido los resultados
observados. Asi, aunque a partir de los datos expuestos en el primer ex-
perimento de este capitulo no se puede concluir una activacidén directa
fundamentalmente sobre las neuronas salivatorias superiores, los experi-
mentos 32 y 42, en cambio, si apoyan esta interpretacidn. Al mismo tiem-
pc, los experimentos n? 2 y 3, en los que se demuestra un deficit salival
cronico o permanente, sugieren que la hipersalivacidn observada en el
primer experimentc de la presente serie es mediada por la intervencion
especifica y directa sobre neuronas salivatorias, y no debida a la acti-
vacidn de cualquier otro sistema neural implicado secundariamente en se-
crecion salival. De no ser asi, las lesiones troncoencefilicas probable-
mente no habrian provocado un déficit secretor a largo plazo.

Pese a las diversas conclusiones obtenidas sobre las funciones
secretoras del area Parvocelular a partir de los estudios anteriormente
comentados, las preguntas que todavia quedan por contestar en relacidn a
este tema son numerosas. En los capitulos sucesivos se exponen y desa-
rrollan las principales cuestiones experimentales que el presente capi-

tulo ha generado.




CAPITULO 11

PARTICIPACION DE Ls FORMACION RETICULAR PARVOCELULAR BULBOPONTINA EN
LA SECRECION DE SALIVA SUBMANDIBULAR Y SUBLINGUAL.
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INTRODUCCION

En el capitulo anterior se demostrd que la region Parvocelular
de la Formacidn Reticular bulbopontina presenta claras funciones saliva-
torias. Diversas pruebas presentadas en dicho capitulo, indicaban que las
lesiones electroliticas habian destruido neuronas salivales superiores.
En la presente serie experimental se ha estudiado con mayor detalle y
desde una perspectiva funcional, la relacidn existente entre la Forma-
cion Reticular Parvocelular y las glandulas submandibulares y sublingua-

les.

El esquema general seguido en esta serie experimental, es esen-

cialmente idéntico al que guié el capitulo anterior. Asi, pues, mediante
una sola intervencidn cerebral, la lesidn electrolitica de la regién re-
ticular ya mencionada, se ha tratado de provocar efectos temporales y
permaner.i©s o cronicos, directamente asociados a las glandulas salivales
submandibulares y sublinguales. A diferencia de la serie anterior, todos
los experimentos presentados en este capitulo fueron realizados en ani-
males a los que les habian sido ex!' rpadas bilateralmente las glandulas
parotidas antes de la cirugia estereotaxica.

Si como parece deducirse a partir del capitulv primero, la For-
macion Reticular Parvocelular constituye el n.S.s., cabe suponer que la
lesion de dicha area evoque una alevada hipersecrecidon de saliva subman-
dibular y sublingual, ahora disociada de la secrecidn parotidea, como r:z-
sultado del efecto activa or temporal inuerente a cualquier tratamiento
electrolitico (Schallert et al., 1977). Posteriormente, una vez el efecto
estimulante de la lesion haya sido sustituido por el propiamente lesivo,
se esperaria que los animales lesionados desarrollasen prandialidad. Como

se sabe, este comportamiento es exclusivo de los sujetos con un déficit
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salival submandibular y parotidec simultdneo (observacion personal no
publicada), que en el caso presente se alcanzaria mediante la desaliva=
cion parotidea periférica previa a la cirugia estereotaxica sumada al dé-
ficit en secrecidon submandibular-sublingual provocado cerebralmente por
las lesiones.

Es muy probable que las lesiones cerebrales restringidas a la
zona Parvocelular no afecten @ la totalidad del n.S.s., aunque si a su
mayor parte. De hecho, los diversos estudios neuroanatdémicos realizados
recientemente sobre esta estructura cerebral en la rata, sugieren que su
longitud aproximada oscila alrededor de los 2 mm. (Mitchell y Templeton,
1981). No obstante, la longitud media anteroposterior de las lesiones
efectuadas en la serie antariormente expuesta sdélo alcanzaban 1 mm.,
aproximadamente. Asi, pues, la denervacidon submandibular-sublingual indu-
cida cerebralmente por estas lesiones podria ser aumentada mediante el
bloqueo farmacoldégico de dichas glandulas, lo que deberia provocar, a su
vez, un cambio paralelo en prandialidad. De hecho, la prandialidad indu-
cida en ratas tras la lesidn bilateral del Hipotalamo Lateral, puede ser
incrementada si el déficit salivul provocado por las lesiones es aumenta-
do como resultado de la extirpacion de los tres pares de glandulas sali-
vales (Kissileff y Epstein, 1969).

Cabe suponer que las dosis farmacoldgicas necesarias para pro-
ducir un aumento en el comportamiento prandial de los sujetos experimen-
tales de este capitulo, sean infericres a las requeridas para provocar
dicha conducta en las ratas controles, dada la denervacidén ya existente

en el primer grupo indicado. Probablemente, esta potenciacion farmacolo-

gica de la lesion reticular podria ser conseguida mediante la inyeccidn

de un agente parasimpaticolitico, dada la posible naturaleza parasimpa-
tica sugerida por la neuroanatomia para este centro secretor (véase apar-
tado 52 de la Introduccion General).

Por otro ladc, si la region Parvocelular troncocncefalica se
corresponde con el n.S.s., su lesidon debe afectar a las glandulas sub-
mandibulares y sublinguales en diversos aspectos fundamentales. Efecti-
vamente, las glandulas salivales son estructuras muy sensibles a los cam-
bicc que se producen en su inervoeidn. Ya se sefalaron previamente las
distintas alteraciones en sensitividad glandular provocadas como resul-
tado de un aumento o disminucidn de la actividad nerviosa que alcanza las

glandulas salivales, subsensitividad y supersensitividad, respectivamen-




Incluso tras la seccion unilateral de los nervios glandulares
simpaticos, la actividad nerviosa de las fibras parasimpaticas ipsilate-
rales incrementa significativamente en comparacion con las glandulas con-
tralaterales no denervadas, lo que demuestra la plasticidad del sistema
nervioso salivatorio ante cualquier alteracion que afecte el funciona-
miento glandular (Asking y Emmelin, 1985).

Estos cambios en la actividad funcional de las glandulas sali-
vales producen, por ejemplo, cambios paralelos en el peso glandular. En
efecto, si la actividad secretora glandular disminuye como resultado de
la denervacién simpatica (Ekstrdm y Malmberg, 1984), parasimpatica (Pero-
nace et al., 1964; Hall et al., 1973; Mark et al., 1983), o bien debidc
al consumo de alimento humedo durante un periodo prolongado de tiempo
(Hall y Schrneyer, 1964), tanto las gldndulas submandibulares-Lublinguales
como las pardtidas experimentan una marcada atrofia que se manifiesta,
enitre otras caracteristicas, a través de una clara y significativa reduc-
cién del peso glandular. Al parecer, esta reduccién de peso es debida a
una disminucidn en el tamafio de las células acinares, no observandose
cambio algurio en la cantidad de unidades celulares (Hall y Schneyer,
1969).

Por otro lado, la reduccion de peso observada en cualquiera de
las glandulas salivales tras la denervaciodn parasimpatica, siempre es
significativamente superior a la registrada como resultado de la simpa-
tectomia (Ekstrom, 1980; Ekstrém et al., 1981).

Por el contrario, cuando la actividad glandular es incrementada
durante un prolongado period- de tiempo mediante la presentacion diaria
de alimento extremadamente seco, suele presentarse hipertrofia glandular,
la cual puede detectarse con facilidad debido al aumento significativo en
el peso de las gldndulas. Este fendmeno hipertrdfico esta mediado por los

nervios salivatorios parasimpaticos, principalmente, ya que la secciodn de

estas fibras rerviosas impide la aparicidn del efecto (Wells y Peronace,
1967; Hall y Schneyer, 1978).

Por tanto, segun se desprende de los datos anteriormente ex-

puestos, el peso de las estructuras glandulares constituye en si mismo un
indice sensible a partir del cual puede inferirse el efecto gque un tra-
tamiento experimental dado ha tenido sobre la actividad glandular. Asi,

la lesidon masiva de la region troncoencetalica definida recientemente
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como n.5.s. (véase Tramonte et al., 1986) debe ir seguida, ademas de los
efectos comentados en las paginas anteriores, por la aparicion de una
marcada atrofia submandibular y sublingual.

En resumen, la preserte serie experimental ha sido efectuada
con la intencion de aportar pruebas funcicnales qu> demuestren que la
Formacion Reticular Parvocelular bulbopontina constituye un centro secre-
tor salival submandibular-sublingual correspondiéndose, por tanto, con el

nicleo Salival superior.

EXPERIMENTO N@ 5

En el experimento n® 1 se demostrd un incremento significativo
en secrecion salival como resultado de las diversas lesiones electroli-
ticas efectuadas en la region Parvocelular. Sin embargo, en dicho estudio
no se disocid la cantidad de saliva secretada por cada uno de los tres
pares de glandulas salivales mayores. Como parece seguirse del

experimento n? 3 ya comentado, la zona activada y posteriormente lesio-

nada podria corresponderse con el n.S.s. Por tanto, la activacion de di-

cha area troncoencefilica deberia evocar hipersalivacidén submandibular y
sublingual, fundamentalmente. Este quinto experimento ha sido realizado

con la finalidad de demostrar la hipdtesis anterior.

METODO
Su jetos.

En el prusente experimento se han utilizado 26 ratas machos de
raza Wistar, nacidas y criadas en el Servicio de animales de la Univer-
sidad de Granada. Cada animal fue colocado individualmente en jaulas ex-
perimentales de las mismas caracteristicas que las descritas previamente
en el experimento n? 1. Asimismo, tanto la alimentacion como las condi-
ciones ambientales a que estuvieron sometidas las ratas de este estudio
fueron idénticas a las mencionadas con anterioridad (véase "Sujetos" del
experimento n2 1).

El peso de las ratas en el momento de la cirugia estereotaxica
oscilaba entre 280 y 330 gramos. De los 26 sujetos empleados, 15 fueron
asignados aleatoriamente al grupo experimental, realizandose en ellos las
lesiones cercbrales correspondientes. Los 11 animales restantes pasaron a
formar parte del grupo control, siendo operad: intracerebralmente pero

no lesionados electroliticamente.




Cirugia.

Quinve dias antes de efectuarse la cirugia estereotaxica, tanto
a los animales experimentales como a los controles les fue seccionado bi-
lateralmente el conducto de Stenon, segin el procedimiento quirurgico
descrito en el experimento n2 3. De este modo la saliva recogida en la
cavidad oral durante la hora siguiente a la cirugia estereotdxica, era
Unicamente secretada por las glandulas submandibulares-sublinguales.

A los quince animales experimentales de la presente serie les
fue lesionada electroliticamente la regidén Parvocelular de la Formacion
Reticular bulbopontina. Los animales controles fueron operados, pero no
lesionados. Ambas operaciones cerebrales se realizaron segun el procedi-
miento quirtdrgico ya descrito en el apartado de "Cirugia" del experimento

n® 1, empleandose las mismas coordenadas estereotaxicas.

Procedimiento experimental.

El sistema seguido en el presente experimento para medir la
cantidad de saliva secretada por experimentales y controles, durante la

linea base y a lo largo de la hora siguiente a la cirugia estereotaxica,

fue idéntico al empleado en el experimento n2 1,

Analisis de los datos,

A fin de evaluar el efecto de la lesidn electrolitica de la re-
gion Parvocelular bulbopontina sobre la cantidad de saliva submandibu-
lar y sublingual secretada a lo largo de la hora siguiente a la cirugia
cerebral, se realizd un analisis de varianza mixto 2x3. Puesto que los
grupos presentaban un numero desigual de sujetos, el procedimiento esta-
distico seguido para el calculo de los correspondientes valores de F del
andlisis de varianza mencionado, se ajustd al método de medias no ponde-
radas descrito por Keppel (véase Keppel, 1973; capitulo 17). En este ana-
lisis el factor entre grupos se ha manipulado a dos niveles (lesion ver-
sus no lesidn) y el factor intrasujetos, correspondiente a los tres pun-
tos postoperatorios de medicidn, a tres niveles (tiempo: 0, 20 y 60 mi-
nutos).

Asimismo, con la intencidn de comparar estadisticamente la can-
tidad media de saliva secretada por controles y experimentales en cada

uno de los puntos temporales postoperatorios en los que se registraba la
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respuesta salival, se emplearon pruebas t de Student para muestras inde-
pendientes. Esta misma prueba fue empleada a fin de contrastar cualguier
posible diferencia en secrecion submandibular-sublingual durante la 1i-

nea base {McGuigan, 1368).

RESULTADOS

Tal y como muestran los resultados del presente experimento, la

cantidad media de saliva submandibular y sublingual secretada por los su=-

jetos lesionados durante la hora siguiente a la cirugia cerebral, es sig-

nificativamente superior a la registrada en animales controles operados,
pero no lesionados (F 1,24 = 5.954, p <0.025. Tablas XI y XII y figuras
21y 22).

Por otro lado, las distintas pruebas t efectuadas senfalaban
unicamente diferencias significativas para los dos ultimos puntos re-
presentados en la figura 21. Asi, 20 minutos después de finalizada la ci-
rugia intracerebral, el valor de t calculado detectaba un efecto hiper-
secretor salival a favor de los sujetos experimentales (t=2.552, p<
0.025. Tabla XI y figura 23). Igualmente, la cantidad media de saliva
submandibular y sublingual secretada por los sujetos experimentales en el
tercer punto de medicidn postoperatorio, fue significativamente superior
a la registrada en animales controles no lesionados (t=2.558, p <0.025.
Véase figura 23 y tabla XI). For el contrario, la cantidad de saliva me-
dida en las ratas experimentales durante la linea base o inmediatamente
después de realizar las lesiones electroliticas (tiempo "0"), no fue sig-
nificativamente diferente a la registrada en los sujetos controles
(t=0.535, N.S. y t=1.413, N.S., respectivamente. Véase tabla XI y figura
23],




FIGURA 21

Cantidad media de saliva submandibular-sublingual secretada por el grupo

experimental ( ) y control ( ) antes de la lesion (linea base)

y durante la hora siguiente a ésva (0, 20 y 60 minutos). Algunos dias an-

tes de 1a cirugia estereotixica tanto a los sujetos experimentales como a
los controles les fue seccionado bilateralmente el conducto de Stenon.

Nivel de significacion como en figura 11.
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FICURA 22

(antidad media total de saliva submandibular-sublingual secretada por el

grupo experimental (E) y control (C) durante la hora siguiente a las le-

siones. A ambos grupos de arimales les fue sec: onado el conducto de Ste-
1 - ’ Np .S . PR .o

non con antelacion a 1a cirugia cerebral. Nivel de significacion como en

figurz 11,
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FIGURA 23

Cantidad media de saliva submandibular-sublingual secretada por el grupo

experimental (E) y control (C) a lo largo de los diferentes puntos de me-

dicidn de los que constabz el experimento n2 5. En A: cantidad media de
saliva registrada en ambos grupos durante la linea base. En B: a los "0
minutos". En C: a los %20 minitos". En D: a los “60 minutos”. Nivel de

significacion como en figura 11,







TABLA X1

EXPERIMENTO N2 5: CANTIDAD MEDIA DE SALIVA (MGRS.) SECRETADA POR ANIMA-
LES EXPERIMENTALES Y CONTROLES ANTES DE LA LESION CEREBRAL Y DURANTE LOS
TRES PUNTOs POSTOPERATORIOS DE MEDIDA.

LESTON
CEREBRAL

i

Tiempo 1 L.B. 0 20 60 TOTAL

% f 11:33 54.33 8.1 £3.33 204.00

EXp. SD! 11.46 97.68 94.97 50.21 215.24

x| 9.09 10.00 10.90  18.18 39.09
Cont. 7.92 T 48 Al b 20.65

0.535 1413 2.55¢ 2.558 2.433
N.S. N3 <0025  <0,025 <0.025




TABLA XII

EXPERIMENTO N9 5: ANOVA MIXTO 2x3. NIVEL DE SIGNIrICACION COMO =N FIGURA
1.

SC MC

A (Lesiodn) 57858. 57858.001 5.954 %%
B (Tiempo) 3889. 2 1944.620 0.986
AxB 4419, 2 2209.749 o121
s/A 233216. 9717.373

Bxs/A 94597. 1970.783




EXPERIMENTO N® 6

Segun se desprende de los datos obtenidos en el experimento an-
terior, la zona reticular activada constituye un centro secretor subman=

dibular y sublingual. Una vez el efecto estimulante de las lesiones elec-

troliticas sea sustituido por el propiamente lesivo (véase Schallert et

al., 1978), cabe esperar que los animales experimentales presenten un
marcado déficit salivatorio ascciado a las glandulas antes mencionadas.

Por tanto, y puesto que a los sujetos del presente experimento
les fue seccionado bilateralmente el conducto de Stenon con antelacion a
la cirugia intracerebral, cabe suponer que tras la lesidn cerebral los
animales experimentales desarrollen un modelo prandial de bebida. De este
modo, la desalivacidn parotidea sumada a la denervacidn de las glandulas
submandibulares y sublinguales inducida cerebralmente, provocaria un dé-
ficit secretor salival prdximo a la desalivacion global, condicidn im-
prescindible para que pueda desarrollarse la conducta alternante de
bebida antes mencionada. Por el contrario, en las ratas controles no
lesionadas cerebralments, el déficit parotideo producido como resultado
de la seccion del conuucto de Stenon seria insuficiente para provocar un
aumento significativo en la frecuencia de bebida, ya que en estos suje-
tos las glandulas submandibulares y sublinguales siguen fun~ionando nor-
malmente.

Aunque la hipdtesis propuesta en este sexto experimento fue
confirmada anteriormente (véase experimento n® 3), en el presente estudio
el orden de las distintas intervenciones quirirgicas, periférica y cen-
tral, ha sido invertido en relacion al experimento previo ya mencionado,
lo que supone una novedad con respecto a aquel. Asi, en este ostudio, el
mero paso del tiempo una vez concluida la cirugia estereotaxica debe pro-
vocar el efecto sugerido sin ninguria otra manipulacion quirdrgica, re-
sultados que pueden reforzar aun rids las conclusiones obtenidas en el
tercer experimento del ceritulo I.

Por otro lado, existe otra razon que justifica la realizacidn
de este estudio. Asi, la hipdtesis ahora propuesta debe ser demostrada
nuevamente, ya que los datos obtenidos van a ser empleados como punto de
partida para el planteamiento y realizacidn d2l experimento n2 7 de la

presente serie.




METODO
Su jetos.

En este experimento se emplearon las mismas 2b ratas machos ya
utilizadas en el estudio anterior. Quince animales presentaban lesiones
bilaterales del area Parvocelular troncoencefadlica (2 les‘ones a cada la-
de). Los 11 sujetos restantes eran controles operados cerebralmente pero
no lesionados. Tanto a controles como a experimentales les habia sido
seccionado bilateralmente el conductv de Stenon con anterioridad a la ci=-
rugia estereotaxica. Las condiciones medioambientales a que estaban so-
metidos los sujetos fueron andlogas a las descritas en el experimento n®
1.

Procedimiento experimental.

Finalizado el experimento anterior los animales eran colocados
en sus cajas experimentales, permaneciendo durante 12 dias con aguz y co-

mida ad libitum. A partir del décimo tercer dia postoperatorio, ambos

grupos eran habituados a comer alimento seco ("Sandermus", Sanders, S.A.)

durante un periodo de 2 horas diarias comprendido entre las 10 a. m. y
las 12 a. m. Los animales disponian de agua ad libitum durante todo el
dia. Transcurridos 7 dfas de habituacidn, se registraba durante dos dias
consecutivos (dias 20 y 21 postoperatorios) el nimero de respuestas de
toma de agua ocurridas a lo largo de las 2 horas diarias de exposicidn a
alimento. Durante el vigésimo dia postoperatorio, la mitad de los anima-
les experimentales y controles recibieron comida humeda, preparada
mediante la mezcla de 2 partes de comida seca en po.vo ("Sandermus") con
tres partes de suero fisioldgico isotdénico. A la otra mitad de los
sujetos se les ofrecid comida seca ("Sandermus"). A lo largo de las 2
horas de alimentacidn correspondientes al vigésimo primer dfa, aquellos
animales que recibieron el dia anterior comida scca les fuc ofiecido ali-
mento humedo y viceversa.

Durante los dias previos a la cirugia estereotdxica y una vez
todos los sujetos se habian recuperado de la seccidn pilateral del ducto
parotideo, las 26 ratas que participaron en este experimento fuersn so-
metidas a una prueba de prandialidad (con comida seca) analoga a la des-
crita anteriormente. De este modo, los datos obtenicos con antelacion a
!a intervencion cerebral en los animales parcialmente desalivados, fue-
ron utilizados como medida de linea base.

A lo largo de los dos dias de prueba postoperatorios se midid
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también la cantidad de agua y comida ingerida por todos los suietos.
Igualmente, se caleuld la longitud media de la respuesta de bebida de ca-
da animal ante comida seca y comida humeda, segun el procedimiento ya ex-

vlicado en el experimentc n2 3.

Analisis de los datos.

Con la intencion de evaluar el efectc de la lesion del area
Parvocelular troncoencefalica sobre la frecuencia media de bebida, se
realizo un analisis de varianza mixto 2x2 segun el procedimiento de me-

dias no ponderad:s descrito por Keppel (1973). En este ANOVA, el factor

entre grupos se manipuld a dos niveles {ducto parotideo seccionado+lesion

versus ducto parotideo seccionado+no lesidn). Igualmente el factor intra-
sujetos fue variadc en dos ocasiones (tipo de comida: comida seca versus
comida himeda). El efecto de la lesidn sobre la longitud media de la res-
puesta de bebida, fue tratado estadisticamente mediante un ANOVA mixto de
las mismas caracteristicas al indicado mas arriba.

Para comparar en un mismo grupc el efecto de la intervencion
cerebral sobre la frecuencia de bebida, se emplearon dos pruebas t para
grupos relacionados (Arnau, 1978): una aplicada al grupo experimental y
otrw al control. También se utilizaron pruebas t de Student para muestras
independientes con la finalidad de comparar estadisticamente la frecuen-
cia media de bebida registrada en los sujetos experimentales y controles
en cada uno de los distintos dias de prueba de los que consta el presente

experimento (McGuigan, 1968).

RESULTADOS

Durante la linea base no se detectaron diferencias significa-
tivas en el numero de respuestas de bebida emitidas por los sujetos con-
troles y experimentales en presencia de alimento seco (t=0.841, N.S. Fi-
gura 2h). Tras la intervencién cerebral, los animales experimentales
manifestaron un aumento significativo en su frecuencia media de bebida en
relacidon al valor medio de este parametro registrado previamente, du-
rante la linea base, cuando estos sujetos solo presentaban un déficit sa-
lival parotideo (t muestras relacionadas = 3.602, p<0.01). En el grupo
control, en cambio, no se observo un incremento significativo en el nume-
ro de respuestis de bebida tras la cirugia ceretral (t muestras

relacionadas = 1
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Estos datogs, por tanto, parecen sugerir que las lesiones cere-

brales efectuadas son imprescindibles para el desarrollo de un patrén

prandial de bebida. Efectivamente, en el analisis global de varianza

efectuado para el periodo postoperatorio siguiente a la cirugia estereo-
taxiea, se obtuvo un valor de F para el factor 2ntre grupos (ducto paro-
tideo seccionado+lesidn versus ducto parotideo seccionado+no lesidn) es-
tadisticamente significativo (F 1,24 = 4.871, p <0.05. Véase tabla XIV y
figura 24), lo que demuestra el desarrcllo de un comportamiento prandial
de bebida exclusivamente en loz animales lesionados cerebralmente.

El patron de bebida observado en los sujetos experimentales di-
feria significativamente en funcion del tipo de alimento ofrecido a leos
animales, tal y como sugiere la F de interaccion F 1,24 = 5.772, p<
0.025. Véanse tablas XIII y XIV). Asi, en presencia de alimento seco, las
ratas lesionadas cerebralmente presentaban una frecuencia media de bebida
significativamente superior a la observada en controles (t=2.307, p<
0.05. Véase tabla XIII y figuras 24 y 25). Por el contrario, cuando amhos
grupos de animales recibian comida humeda, la prandialidad previamente
registrada en los sujetos experimentales era totalmente eliminada, no ob-
servandose bajo estas condiciones diferencias significativas entre con-
troles y experimentales en el parametro comentado (t=0.571, N.S., véase
tabla XIII y figuras 24 y 25).

La cantidad de agua bebida por los sujetos lesionados y los
controles durante los dos dias de prueba postoperatorios fue practica-
mente equivalente (F 1,24 = 0.195, N.S.). No obstante, a lo largo de
estos dos dias, la longitid media de la respuesta de bebida calculada en
los animales experimentales fue significativamente inferior s la obser-
vada en controles {(F 1,24 = 8.802, p <0.01. Tabla XIV y figura 26). En
este caso, dicho efecto sdlo era observado en presencia de alimento seco

£=3.631, p <0.01. Véase tabla XV y figura 26). Por su parte, cuando la

aieta seca era sustituida por comida humeda, la cantidad de agua bebida
por respuesta en los sujetos experimentales y controles fue similar
(t=1.882, N.S. Tabla XV y figura 26).

Por ultimo, la cantidad de alimento seco o himedo consumido por
los animales experimentales y controles durante los dos dias de prueba

postoperatorios fue andloga (t comida seca = 0.389, N.S.; t comida hime-

jd = 0277, N:82);




FIGURA 24

Frecuencia media de bebida observada en el grupo experimental (———)

control ( ) durante la fase de prueba correspondiente al periodo de
iinea basz y al periodo postoperatorio de lesidén cerebral. Previamente al
registro de los datos que aparecen representados en esta figura, tanto a
experimentales como a controles les fueron seccionados bilateralmente am-
bes cenductos de Stenon. Durante el vigésimo dia postoperatorio, a la
mitad de los animales lesionados v controles les fue ofrecida comida seca
(C.S.). La otra mitad recibieron alimento himedo (C.H.). A lo largo de
las dos horas de comida pertenecientes al vigésimo primer dia postopera-
torio, el tipo de comida que recibid cada animal fue el opiesto a la con-

sumida durante el dia anterior. Nivel de significacion como en figura 11.
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fIGURA 25

Frecuencia media de bebida registrada en animales experimentales (E) y
controles (C) durante el periodo postoperatorio en presencia de alimento
seco o humedo. Como se ve, el déficit comportamental comunicado en este
experimento no se manifiesta cuando los sujetus lesionados ingieren co-

mida humeda. Nivel de significacion como en figura 11,
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ANOVAS MIXTOS 2x2 CORRESPONDIENTES A LA FRECUENCIA DE
A LA LONGITUE DE LA RESPUESTA DE BEBIDA, REGISTRADAS DURANTE LOS
FRUEBA DEL PEh!ODO POSTOPERATORIO. NIVEL DE SIGNIFICACICN COMO

EN FIGURA 11.

FRECUENCIA D% BEBIDA (PRANDIALIDAD)

Fv SC ] MC

A {Lesion) 4549,924 4549, ;24 4.871%
B (Tipo de comida) 14216.933 14216.933 16.657%%%%
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tud media de la respuesta de bebida observada en el grupo experi-
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mental (E) y control (C) durante el periodo postoperatorio en funcion del

comida ofrecida a los animales. Nivel de significacion como en
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TABLA XV

EXPERIMENTO N2 6: LONGITUD MEDIA DE LA RESPUESTA DE BEBIDA (c.c.).

LESION
'EREBRAL

PERIODO PCSTOPERATORIO

DIAS: comida seca comida humeda

X 0.58 0.78

EXp- e 0.40 0.40

1.10

Cont.
0.49

1.882
NS,




EXPERIMENTO Ne

Del experimer‘o anterior parece concluirse gue la lesion del
4drea Parvocelular del Tronco Cerebral ha afectado sustancialmente a neu-
ronas salivatorias superiores directamente relacionadas, por tanto, con
el control de las glandulas submandibulares y sublinguales. Sin embargo,
dada la gran extensidén del n.S.s. (Way, 1981), es improbable que las le-
siones realizadas hayan alcanzado la totalidad del mencionado nicleo. De
hecho, de los exdmenes histolégicos realizados en la serie experimental
anterior, se desprende que las lesiones cerebrales efectuadas ocupan so-
lamente la mitad rostral de la zona anatdmica en donde se cree esta ubi-
cado el n.S.s., segin los ultimos estudios realizados con pernxidasa
(véase Discusién del Capitulo I). A pesar de ello, como muestran los
datos presentados en los experimentos n2 3y b, el grado de desalivacion
inducido cerebralmente unido a la extirpacidon parotidea, ha sido sufi-
ciente como para que los animales lesionados desarrollen prandialidad. No
obstante, es posible que el comportamiento alternante de bebida observado
en los sujetos lesionados del experimento anterior, pueda ser incrementa-
do si la desalivacidén submandibular-sublingual es aumentada, por ejemplo,
2 través del blogueo farmacoldgico de las glindulas.

funque por el momento no se ha demostrado todavia funcionalmen-
te el cardcter simpdtico o parasimpitico del centro salival ciicunscrito
en la Formacidn Reticular Lateral bulbopontina y lesionado en esta serie,
las diversas pruebas anatdmicas existentes apoyan su naturaleza parasim-
pitica (Tramonte et al., 1986; Whitehead et al., 1983). Por esta razdn,

si realmente las lesiones reticulares no han denervado totalmente las

glandulas submandibulares-sublinguales, la administracién de un antago-

nista colinérgico especifico como la ~tropina, debe potenciar el déficit
salival existente aumentando, a su vez, el comportamiento prandizl carac-
ter{stico de estos animales lesionados. De hecho, la prandialidad es un
comportamiento flexible y altamente adaptativo, que puede ser aumentado
si se produce un incremento del déficit salival preexistente (Kissileff y
Epstein, 1909).

Sin embargo, y puesto que los sujetos experimentales presentan
ya un orofundo déficit secretor, cabria esverar que las insis farmacold-
gicas necesarias a fin de incrementar la prandialidad en estos animales
fueran sienificativamente inferiores a las requeridas en las ratas con=

troles, cuyas glandulas submandibulares-sublinsuales se encuentran fun-
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cionalmente intactas. En efecto, mientras que en los sujetos experimenta-
les la atropina ha de bloquear sdlo la actividad secretora residual re-
sultante de las lesiones cerebrales, en los animales controles dichc an-
tagonista colinérgico debe bloguear un nimero de receptores postsinapti-
cos glandulares lo suficientemente elevado como para gue el déficit sali-
val evocado alcance un umbral oeritico con el fin de gue tales animales
desarrollen prandialidad.

Este séptimo experimento ha sido realizado con la finalidad de

comprobar la hipétesis anteriormente expuesta.

MLTODO
Sujetos.

En este estudio se han empleade los mismos animales utilizados
en los experimentos previos de esta serie. Dos de estos sujetos murieron
a mitad del presente experimento, por lo que los datos obtenidos de
dichos animales hasta ese momento no fueron incluidos en los correspon-
dientes andlisis estadisticos. Por tanto, de las 24 pratas restantes em-

rleadas en este estudio, 14 presentaban lesiones cerebrales pasando a

formar parte del grupo experimental. Las otres; 10 ratas constituian el

grupo control.

Ademis de los dos grupos ya indicados, en este séptimo experi-
mento se empled un segundo grupo control adicional, compuesto por 11 ra-
tas machos de raza Wistar nacidas y criadas en el Animalario de la Uni-
versidad de Granada. Estos ultimos animales, de peso similar al resto de
los sujetos que participaron en el presente experimento, fueron sometidos
a las mismas intervenciones quirurgicas y al mismo procedimiento experi-
mental postoperatorio seguido en el primer grupo coutrol anteriormente
indicado. Asf, pues, al crulenzo del presente estudio los tres grupos de
animales ahora empleados sélo diferian en relacién al factor lesidn. Por
tanto, mientras que los sujetos experimentales presentaban una serie de
lesiones centradas en la Formacién Reticular bulbopentina, ambos grupos
controles fueron operados, pero no lesionados electroliticamente.

Como se verd mis adelante, este segundo grupo control adicio-
nal fue empleado para evaluar hasta qué punto el efecto producido por la
administracion de atropina en el primer grupo contral era debido a la ac-
cidn del propio farmaco, © resultado de otras variables inherentes al

procedimiento experimental seguido en el presente experimento.
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lLas condiciones ambientales a gque estuvieron sometidos los 35
sujetos finalmente empleados en este estudio, fueron similares a las ya

indicadas en el experimento n® 5.

Procedimiento experimental.

Concluida la fase experimental descrita en el estudio anterior
de esta serie, todos los animales empleados en el presente experimento
recibieron durante 10 dias consecutivos agua y comida ad libitum. Durante
los 18 dias siguientes, tanto experimentales como el primer grupo control
sélo recibieron alimento (comida seca "Sandermus") durante un periodo de
> horas diarias comprendido entre las 10 a. m. Y las 12 a. m. Los anima-
les disponian de asua ad libitum durante todo ei diz. A lo largo de esta
fase experimental de 18 dfas, los animales de los dos grupos mencionados

recibieron, cinco minutos antes de que le fuera ofrecido el alimento, do-

sis progresivamente superiores de sulfato de atropina (Compafiia de pro-

ductos farmacoldgicos "Sucesores de d. Escuder", Barcelona) administra-
das intraperitonealmente. Durante los tres primeros dias, la dosis admi-
nistrada era de 0.1 mgrs./kgr. En el bloque siguiente de 3 dias, la desis
fue incrementada hasta 0.25 mgrs./kgr. La tercera dosis utilizada fue de
0.45 mers./kgr. Por ultimo, durante los dias 16, 17 y 18 de esta fase ex-
perimental los sujetos recibieron 1.0 mgrs./kgr. de atropina intraperi-
tonealmente. Cada bloque de 3 dias, en el gue siempre se administraba la
misma dosis, iba seguido por 2 d{as de descanso en los que los animales
no eran inyectados con ningun producto.

la frecuencia media de bebida bajo las condiciones anteriormen-
te uescritas, solo se registraba en el tercer dia de cada blogue. De este
modo, si cualquiera de las dosis de atropina inyectadas fuera lo sufi-
cientemente elevada como para producir un déficit salival capaz de au-
mentar la frecuencia de bebida, los animales dispcndrian de dos dias para
anrender el patrén prandial de bebida adecuado a fin de adaptarse a la
nueva situacion. Al parecer, dos d{as es un periodo de tiempo suficiente
cara que dicho aprendizaje pueda ocurrir (véase Kissileff, 1969c).

l.os 11 animales pertenecientes al segundc grupo control ante-
riormente indicado, fueron tratados durante el presente estudio segun el
procedimientc experimental descrito lineas mas arriba. No obstante, a €3-
tos sujetos no se les administro atropina sino agua jestilada intraperi=

tonealmente, en un volumen equivalente zal jisolvente asociadc a las dosis




ya mencionadas.
Durante el tercer dia de cada bloque, se mididé también la can-
tidad de alimento seco consumido en los tres grupos de animales a lc¢ lar=

as dos horas de comida.

Anilisis de los datos.

Con la intencidén de evaluar las posibles diferencias «stadis-
ticas en prandialidad entre los 2 grupos a los que se les administro
atropina, se efactud un ANOVA mixto 2x4 siguiente el metodo de medias no
ponderadas para grupos con desigual numero de sujetos descrito por Keppel
(1973). En dicho analisis er factor entre grupos S€ manipuld a dos nive-
les: lesion+atropina versus no lesidn+atropina. El1 factor intrasujetos
fue variado a 4 niveles (dosis de atropina: . 1. D.25; 0,85 ¢ 48
mgrs./kegr.). En este caso, ¥y de acuerdo con la hipdtesis anteriorrente

formulads en la introduccién de este experimento, cabe esperar Qque

durante las dosis bajas las diferencias entre ambos grupos sean maximas,

desapareciendo en la dosis mas elevada.

Asimismo, se afectud otro ANOVA 2x4 a fin de demostrar que el
programa de privacion de alimento al que fueron sometidos los animales de
este estudio no afectaba en si mismo la frecuencia de bebida. Igualmente,
en esta ocasion el factor entre grupos se manipuld a dos niveles (con-
trol+atropina versus control+agua destilada). El factor intrasujetos fue
variado a U4 niveles (dosis: 0.1, 0.2%, 0.45 y 1.0 mgrs./kgr.). En esta
ocasion se esperaba que los sujetos gue recibieron intraperitoneaimente
la inyeccion de agua, no modificasen su frecuencia de bebida a lo largo
de los 18 dias de duracidn del presente experimento. Los controles admi-
nistrados con atropina, tal y como se Supuso para el ANOVA anterior, de-
ben aumentar progresivamente el nimero de respuestas de bebida hasta al-
canzar un comportamiento prandial de bebida tipico.

Por otro lado, para cada uno de los tres grupos empleados, se
realizd un ANOVA intrasujetos a fin de evaluar estadisticamente los cam-
bios oroducidos en prandialidad a lo largo de los cuatro puntos tempora-
les de medicidn (Keppel, 1973).

Puesto gue en el presente experimento noe se registrd linea ba-
se, se realizaron diversas pruebas t para muestras relacionadas (Arnau,
1978 cop el proposito de comprobar si en un mismo grupc la administra-

cidén de la primera dosis de atropina producia un cambio en orandialidad
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en relacidn a la frecuencia media de bebida registrada previamente, es
decir, durante ia presentacién de comida seca en ia fase experimental
postoperatoria siguiente a las lesiones cerebrales {(correspondiente al
experimento n? 6).

Por ultimo, en el presente experimento se utiiizarcn también

pruebas t de Student para muestras independientes (McGuigan, 1968)

RESULTADOS

Como cabria esperar, los animales experimentales emitieron a
lo largo de las U4 sesiones de prueba un nimero de respuestas de brbida
significativamente superior al registrado en controles+atropina (P 1,e2 =
6.720, p <0.025. Figura 27 ¥ tabla XVII). Considerando por separado cada
dosis temporal de la curva representada en la figura 27, los valores de t

obtenidos al comparar las medias de ambos Zrupos fueron los siguientes:

t en 0.1 mgrs./ker. = 3.321, p<0.0}
t en 0.25 mgrs./kegr. = 2.962, p<0.01
t en 0.45 mgrs./kgr. = 2.425, p<0.025
t en 1.0 mers./kgr. = 0.829, N.S.

Tal y comc se sigue de los resultados anteriormente expuestos,
en los animales controles inyectados con atropina la frecuencia media de
bebida aumentaba progresivamente conforme éstos recibian dosis de atropi-
rna cada vez mas elevadas. En efecto, el ANOVA intrasujetos efect1ado para
este grupo arrojé un valor de F claramente significativo (F 3,27 =
10.478, p <0.001. Tablas XVI y XVIII). De este modo, en el dia de prueba
correspondiente a la Gltima dosis administrada, los animales experimen-
tales y controles inyectados con atropina practicamente se igualan en
prandialidad (t=0.829, N.S. Tabla AVI).

Por su parte, los sujetco experimentales no demostraron un au=
mento significativo en prandialidad tras la administracion de dosis de
atropina progresivamente supericres (ANOVA intrasuj. E 3,39 = 0.889,
N.S. Figura 27. Tablas XVI y XVIII). Al parecer, en este ultimo grupo de
animales el unico incremerty en prandialidad observado se producia al ad-

’

ministrar la dosis mds baja de atrcpina de las cuatro utilizadas. Asi,

tras la administracidn de 0.1 mgrs./kegr. de dicho antagonista colinérgi-

co, los sujetos experimentales incrementaban significativamente el numero

de respuestas de bebida, en relacién a los valores registrados para este
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mismo parametro durante el consumo de alimento seco en la fase postope-
ratoria sicuiente a las lesiones cerebrales (correspondiente al experi-
mento n® €3 t muestras relacionadas = 2.503, p < 0.05. Véase figura 28 y
tabla XVl)¢ La inyeccidn de cantidades equivalentes de atropina en el
grupo controli, Mo produuinn cambio alguno en dicho parametro (t muestras
relacionadas = 0.954, N.S. Figura 28 y tabla XVI).

Segin se desprende de los resultados obtenidos en el presente
estudio, el aumento progresivo en prandialidad observado en los animales
controles inyectados con atropina a lo largo de los 4 blogues temporales
desaritos anteriormente, no puede explicarse como un efecto resultante
del programa de privacion impuesto a los animales. Asi, la administra-
cidn de agua destilada intraperitonealmente, en vez de sulfato de atro-
pina, no modifica 1la frecuencia media de bebida en un segundo grupo con-
trol adicional (ANOVA intrasuj. F 3,30 = 1.958, N.S. Tablas XVI y XVIII.
Figura 29). Ademas, estos Yltimos animales emiten un numero de respuestas
de bebida significativamente inferior al registrado en los controles in-
yectados con atropina (F 1,19 = 4.609, p<0.05. Figura 29 y tabla XVII).
Sin embargo, el efecto prandial orcvocado por la atropina en uno de lecs
grupos controles, solo parece manifestarse en funcidn de la dosis utili-
zada, tal y como sugiere el valor de la F de interaccidn obtenido (F in-
teraccidén 3,57= 12.425, p=<0.001. Tabla XVII). Efectivamente, al compa-
rar estadisticamente las medias de ambos grupos controles en caga uno de
los puntos temporales representados en la figura 29, los valores de t ob-

tenidos fueron los siguientes:

en 0.1 mgrs./kgr. de atropina versus agua destilada = 0.267, N.S.

t
t en 0.25 mgrs./kgr. de atropina versus agua destilada = 0.486, N.S.

en 0.45 mgrs./kgr. de atropina versus aguia destilada 1.437, N.S.

en 1.0 mgrs./kgr. de atropina versus agua destilada = 4.181, p<0.001

Por Ultimo, la cantidad de alimento seco consumido por experi-
mentales y controles inyectados con atropina a lo largo de los 4 dias de
prueba de que constaba el presente experimento, fue practicamente equiva-
lente:

en 0.1 mers./kgr. = 0.290, N.S.
en 0.25 mgrs./kgr. = 1.936, N.o.

en 0.45 mgrs./kgr. = 2.241, p<0.05

.

nI

1.0 mers./%gr. = 0.628, N.S5.
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Asimismo, la cantidad media de comida seca ingerida por ambos

grupos controles fue similar:

an 0.1 mars./ker. = 0.384,

0.25 mers./kegr. = 1.284,

0.45 mers./ker. = 1.014,

£t en 1.0 mers./kegr. = 0,591

Ly




FIGURA 27

Frecuencia media de bebida registrada en animales experimentales y con-

troles en funcion de la dosis de atropina inyectada intraperitonealme-

te. En la mitad izguierda de esta grafica pueden apreciarse los valores

medios de este paramecro observadcs en los grupos mencionados durante las
fases experimentales previas, ya expuestas en los experimentos anterio-
res de este capitulo. Nivel de significavién como en figura 11, Abreviatu

2] o 2 1 - n o} 7 oy~ - - " -
ras: C.S. comida seca, L.B. 1ines base, PP periodo postoperatorio.
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FIGURA 28

Como puede apreciarse claramente en la presente figura, una dosis de 0.1

mgrs./kgr. de atropina era suficlente para provocar un incremento signi-

ficativo en prandialidad en el grupo experimental, en comparacion con el

valor medio de este mismo parametrc registrado durante el periodo post-
operatorio. En el grupo control dicha dosis no modificaba el comporta-

miento de los animales. Nivel de significacidn como en figura 11.
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FIGURA 29

Frecuenicia media de bebida registrada en los sujetos controles inyecta-
dos con atropina y los controles inyectados con agua destilada, en fun-
cién de la dosis empleada. En la mitad izquierda de esta grafica pueden
apreciarse los valores medios de este mismo parametro observados en los

dos grupos mencionados durante las fases experimentales previas. Nivel de

e e . s o = . e < ’
significacion como en figura 11. Abreviaturas: C.S. comida seca, L.B. li-

nea base, P.P. periodo postoperatorio.
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TABLA XVI

EXPERIMENTO N@ 7: FRECUENCIA MEDIA DE BEBIDA REGISTRADA DURANTE LA ADMI-
NISTRACION DE ATROPINA. EN A: LESION VERSUS NO LESION. EN B: ATROPINA

VERSUS AGUA DESTILADA.

DOSIS DE ATROPINA mgrs./Kgr.

g .25 0. s ANOVA INTRA

75.42 87. 87. F = 0.889

Exp.+Atrop. 50.95 66. 58. N.2:

(n=14)
18.70 21.00 e i F=10.478

L itrop.
e 55 BT 2641 22, . <0.001

(n=10)

3321 2.962 2
<0.01 <0.01 <0.

DOSIS DE ATROPINA mgrs./ker.

0.1 . : 1. ANOVA INTRA

69. F = 10.478
< (0.001

Cont.+Atrop.
(n = 10)

Cont..+Agua
(n:H)




TABLA XVII
EXPERIMENTO M@ 7: ANOVAS MIXTOS 2x3. NIVEL DE SIGNIFICACION COMO EN FI-

e

GURA 11.

LESION+ATROPINA VERSUS NO LESION+ATROPINA

FV SC gl MC

A (Lesidn) 48800.143 48800.143 6.720%%
B (Dosis) 15359. 136 5119.713 6,94 1 %%%%
AxB 5761.107 1920.369 2.603

s/A 159T742.430 72£1.019

Bxs/A 48675.600

NO LESION+ATROPINA VERSUS NG LESION+AGUA DESTILADA

FV G gl MC

A (Atropina) 250 , 6125.350 L.609%

B (Dosis) .296 2501.132 0, 4uygkexx
AxB L343 = 3288.781 12.425% k4
s/A .63b 1328.928

Bxs/A .250 > 264,671




TABLA XVIII
EXPERIMENTO N¢ 7: ANOVAS INTRASUJETOS CORRESPONDIENTES A LOS GRUPOS EX-
PERIMENTAL+ATROPINA, CONTROL+ATROPINA y CONTROL+AGUA DESTILADA. NIVEL DE

STGNIFICACION CCMO EN FIGURA 11.

EXPERIMENTAL+ATROPINA

FV SC MC

A (Dosis) 2366.50 78%.83
s 141233.90 10864.15
Axs 345563.50 887.01

CONTROL+ATROPINA

FV SC MC

16394.90 3 5L64.97 10. 478%*#E
18508.50 9 2056.50
14082.10 521.56

CONTRCL+AGUA DESTILADA

FV

A (Dosis) 196.61
6TUT. 14
1004 .14
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[os resultados obtenidos hasta ahora en los tres experimentos
anteriores ya expuestos en el presente capitulo, sugieren la participa-
cidn dc 1la Formacidn Reticular Parvocelular bulbopontina en la resula-
\idn ner.iosi de la secrecidn de saliva submandibular ¥ sublingual. Por
tants; 81 £sta region troncoencefalica constituye la zona de origen de
las neuronas preganglionares parasimpiticas con direccién a las glandu-
las salivales mencionadas, tal y como los dateos anteriores y las ultimas
publicaciones anatdmicas parecen indicar (Tramonte et al., 1986), las le-

jones restringidas a este drea bulbopontina deben provocar una profunda
atrofia submandibular y sublingual. Este fendmeno ha sido observado er
diversas ocasiones tras ia seccidn de las fibras eferentes de la cuerda

del timpano (Peronace et al., 196U; Ekstrdm y Malmberg, 1981).
Este octavo experimento fue llevado a cabo con el fin de com-

probar la idea anterior, mediante la determinacidn del peso zlandulir.

METODO
Suijetos.

3e utilizaron las 24 ratas machos que durante el experimento
anterior recibieron sulfato de atropina. Catorce de estos animales pre-

sentaban lesiones en 1la Formacion Reticular bulbopontina. Los otros 10

sujetos eran controles operados, pero no lesionados electroliticamente.

Procedimiento experimental.

Finalizado el experimento n2 7, a todos los animales que parti-
ciparon en el presente estudio se les ofrecié comida y agua ad libitum
durante 2 dias. Transcurrido este periodo de tiempo, tanto a experimen-
tales como a controles les fueron extirpadas bilateralmente las gldandulas
submandibulares-sublinguales. Con dicho fin los animales eran inyectados
intraperitonealmente con una sobredosis de Tiopental. Seguidamente, Sse€
efertuzba una incision anteroposterior de 2 em. de longitud, sproxima-
damente, a lo largo de la 1{nea media de la reeidn ventral del cuello.
vpas esta intervencidn pueden observarse con facilidad las glandulas sub-
mandibulares y sublinguales rodeadas por te jido conjuntivo.

Una vez las gldndulas eran separadas cuidadosamente del tejido

conjuntivo que las envuelve, se ligabaa con hilo de seda dos puntos del
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ducto submandibular-sublingual proximos al hilio glandular. A continua-
cidn, el punto medio comprendido entre ambos extremos ligados era seccio-
nado.

Tan pronto como las glandulas submandibulares-sublinguales eran
extirpadas sesun el procedimiento antes descrito, éstas eran pesadas en
una balanza de precisién (Cobos, Barcelona). Dicha operacion fue efec-
tuada bilateralmente.

Finalizado el proceso anterior, se registro tanto el peso cor-

poral de los sujetos experimentales como el de los controles.

Histologia.

Concluido el procedimiento experimental descrito previamente,

los sujetos experimentales fueron perfundidos cardiacamente siguiendo los

mismos pasos va expuestos en el experimento n2 4. Extraido el encéfalo,

éste era laminado y la localizacion de las lesiones determinada tal y co-

mo se indied con anterioridad (véase "Histologia" del experimento rs2 By,

Analisis de los datos.

En el presente experimento sbélo se emplearon pruebas t de Stu-

dent para muestras independientes (McGuigan, 1968).

RESULTADOS

Los resultados de este octavo experimento indican que los ani-
males a los que les fue destruida electroliticamente la Formacion Reti-
oular Lateral del Tronco Cerebral, presentaban una clara atrofia glandu-
lar en comparacion con los sujetos controles no lesionados.
Efectivamente, el peso medio de las glandulas submandibulares y sublin-
guales registrado en las ratas lesionadas era significativamente infe-
rior al observado en las controles (t=2.839, p <0.01. Figura 30 y tabla
XI1X).

A pesar de estas claras diferencias entre el peso glandular, el
peso corporal medio de ambos grupos de sujetos era similar, no cbservan-
dose diferencias significativas en este dltimo pardmetro (t=0.440, N.S.
Figura 30 y tabla XIX).

Por otra parte, analizados histologicamente los cerebros de los

14 animales perfundidos en este experimento, tanto la zona neuroanatomica
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lesiones como la extension de 35 tue semejante a
ya expuesta en el cnpftulu anterior. En las figuras 31, 32 ¥ 33 pue=

observarse muestras histologicas

de las lesiones efectuadas en algu-

animales experimentales representat.vos utilizados a lo largo de la

presente serie experimental.

aSlluc




FIGURA 30

Peso corporal y peso glandular submandibular-sublingual registrado en

animales experimentales (E) y controles (C). Ambos grupos de sujetos ha-

bian recibido durante el experimento n¢ 7 de esta serie, cantidades de

atropina equivalentes. Nivel de significacion como en figura 11.
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PESC

ESO CORPORAL (GRAMOS).

DE LAS GLANDULAS SUBMANDIRULARES Y SUBLINGUALES
NIVEL DE SIGNIFICACION COMO EN FIGURA

Peso

Glandulas S-3

Peso
Corporal

567.85
78.02

697.00
134.31

326.42
34.76

334.00
45.86

2.839

< 0.01

0.440

N.S.

+Ambos grupos recibieron cantidades

equivalentes de atropina durante

el experimento n2 7.




FIGURA 31

Microfotografia de un corte frontal de Ja regidn bulbopontina en la que

se observa bilateralmente el centro de las lesiones efectuadas en un ani-
mal experimental representativo (Rata n® 127. Total saliva: 150 mgrs.}.
Localizacién anteroposterior a -2.2 mm. posterior al meato auditivo, se-
gin el atlas neuroanatémico de Pellegrino et al. (1979). Ampliacisn x10.

Véanse abreviaturas en Apéndice.







FIGURA 32

Cortes frontales de la regidn bulbopontina en los que se representan el

tamafio y extension del nivel anteroposterior intermedio de las lesiones

electroliticas efectuadas en un animal experimental representativo (Rata

n? 145. Total saliva: 410 mgrs.). La zona dafiada aparece sombreada 2n ne-
gro. En la parte dorsolateral derecha de cada corte se indican las coor-
denadas anteroposteriores localizadas a partir del atlas neuroanatomico

de Pellecriro et al. (1979). Véanse abreviaturas en Apéndice.







FIGURA 33

Cortes frontales de la recidn bulbopontina en los que se representan el

tamafio y extensidn del nivel anteropcsterior intermedio de las lesiones

electroliticas efectuadas en un animal experimental representativo (Rata

ne 178. Total saliva: 210 mers.). La zona dafiada aparece sombreada en ne-

ero. En la parte dorsolateral derecha de cada corte se indican las coor-

denadas anteroposteriores localizadas a partir del atlas neuroanatomico

de Pellegrino et al. (1979). Véanse abreviaturas en Apéndice.







DISCUSION

A diferencia del capitulo anterior, todos 10S experimentos rea-
lizados en la presente serie experimental han sido efectuados en animales
4 los que les habian sido seccionadcs los ductos parot{deos. Acemas de
esta primera intervencion guirurgica, a cada animal del grupo experimen=
tal se le efectuaron cuatro lesiones electroliticas restringidas al area
parvocelular troncoencefalica. Los sujetos controles fueron intervenidos
cerebralmente, pero no lesionadous electroliticamente. Por tanto, puesto
que el resto de las condiciones experimentales a las gque fueron someti-
dos ambos grupcs eran jdénticas, todas las diferencias detectadas entre
experimentales y controles a lo largo de loc experimentos descritos en
este capitulo deben atribuirse al efecto de la lesion cerebral.

Inicialmente, este tratamiento experimental producia un rapido
incremento en secrecion de saliva submandibular y sublingual, el cual re-

sultd significativo a los 20 y 60 minutos tras la cirugia cerebral. Algu-

nos dias después, una vez los animales se habian recuperade de la inter-

vencidn quirirgica antes sefialada, los sujetos lesionados presentaban un
nimero de respuestas de toma de agua significativamente superior al de-
tectado en los sujetos controles en presencia de alimento seco. En
cambio, durante el ccnsumo de alimento himedo el numero de respuestas
emitidas por ambos grupos era similar.

Esta conducta consumatoria alternante era potenciada, en los
sujetos experimentales, tras la administracidn de dosis bajas de un anta-
zonista muscarinico especifico como la atropina. En cambioc, en los anima-
les no lesionados, las dosis de atropina necesarias para producir un au-
mento significativo en la frecuencia media de bebida, eran muy superio-
res a las requeridas en las ratas lesionadas cerebralmente.

Por otro lado, la lesidén del area Parvocelular parece haber
afectado estructuralmente z las propias glandulas submandibulares y sub-
linguales, hecho que sugiere, igualmente, una conexion funcional entre la
sona troncoencefilica mencionada y dichas estructuras glandulares. En
efecto, 50 dias después de haber sido operados intracerebralmente, las
plandulas submandibulares-sublinguales pertenecientes a los sujetos ex-
perimentales presentaban una marcada atrofia en relacion a la observada
en los animales controles. Asi, el peso de estas ¢ldndulas alcanzo un
valor medio siznificativamente inferior en experimentales gue en contro-

les. Este fenomeno no pzarece ser resultado de una {isminucion global del
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peso corporal de los sujetos lesionados, ya que experimentales y contro=-
les presentaron en el dia de medicion un peso corporal medio equivalente,

+

Como puede comprobarse, por tanto, en la presente serie experi-
mental se ha seguido 1a misma 10+ica experimental desarrollada previamen-
te a lo largo del capitulo I. Es decir, se ha evocado secrecidn salival
como resultado del efecto activador temporal causado por las lesiones,
seguida por un conjunto de cambios comportamentales, fisioldgicos y es-
tructurales (peso glandular), observados mas tardiamente, que parecen in-
dicar un profundo déficit salivatorio.

Yz se comprobd en el capitulo anterior la capacidad estimulante
inicial manifestada por cualquier lesidn electrolitica (Schallert et al.,
1977: Blessing et al., 1985), hecho que parece explicar la secrecion de
saliva submandibular y sublingual observada en el experimento n® 5 de
esta serie durante el periodo siguiente (60 minutos) a la intervencidn
cerebral.

Asimismo, coro indican los analisis histologicos efectuados en

los animales experimentales empleados en la presente serie, la zona acti-

vada y posteriormente lesionada se corresponde con la Formacion Reticu-

lar Parvocelular, por lo que puede concluirse que la regién troncoence-
filica manipulada es coincidente con la ubicacidn anatdmica propuesta re-
cientemente para el n.S.s. (Whitehead et al., 1983). Por tanto, tal y
como se discutié a lo largo del Capitulo I, las lesiones electroliticas
realizadas en la presente serie han debido de afectar principalmente a
los somas salivatorios superiores.

Este hecho parece explicar la hipersalivacion submandibular y
sublingual registrada en los sujetos experimentales a lo largo del expe-
rimento n2 5 de este capitulo. Anteriormente, Matsuo et al. (1980) demos-
traron un aumento en el flujo sanguineo de la glandula submandibular del
conejo, tras la estimulacidon de pequefios puntos restringidos en la For-
macion Reticular Lateral bulbopontina. Frecuentemente esta ultima
respuesta se hallaba correlacionada con la secrecidn de pequefias canti-
dades de saliva submandibular. No obstante, aunque en base a estas
aportaciones funcionales Matsuo y colaboradores propusieron a esta region
troncoencefdlica como lusar de origen de la inervacion sarasimpatica de
la gldandula antes indicada, sus datos no demuestran la especificidad de
la secrccidn evocada. De hecho es posible que la secrecion registrada

fuese secundaria a la vasodilatacion glandular.




g

A excepcion del caso anterior, ningun otro trabajo ha relacio-
nado funcionalmente la Formacion Retiecular bulbopontina con un posible
centro secrator au:mandibuinr—sublingual. Todo lo contrario, los distin-
tos estudios efectuados en la rata y otras especies han tendide a situar
los centros secretores salivales en regiones dorsales y laterales a la
propia drea Parvocelular (véase, Discusidn del Capitulo 1). Asi, opues,
los resultados aportados por el experimento ahora discutido, unidos a los
obtenidos en el resto de los estudios de la presente serie experimental,
los cuales seran analizados detenidamente mas adelante, parecen consti-
tuir pruebas fisio.égicas que sugieren sistemiticamente una funcidn se-
cretomotora submandibular-sublingual para la Formacidn Reticular del
Tronco Cerebral.

gn el presente capitulo no se presentan datos referentes al
grado en el que las lesiones parvocelulares han afectado a las glandu-
las pardtidas. Es posible que la activacidn de la presente zona troncoen=
cefilica evoque una cantidad de saliva parotidea indeterminada. Sin em-
bargo, la cantidad ae saliva medida en el experimento ne 5 de la presente
serie experimeatal, en donde la sialiva registrada procedia exclusivamente
de las glandulas submandibulares Vv sublinguales, es algo superior a la
recogida de los tres pares de gldndulas salivales durante el experimento
n® 1 ya expuesto en el capitulo anterior (151.33 mgrs. versus 204 mgrs. ).
Este hecno, que podria explicarse por 1z variabilidad normal que de uno a
otro experimentoc suele presentarse frecuentemente, sugiere la posibili-
dad de que la zona activada en astos estudios se corresponda fundamental-
mente con el n.S.s. No obstante, y en ausencia de una medicion directa de
la saliva parotidea resultante de la activacidn del area Parvocelular,
dicha cuestidn sera estudiada en capitulos proximos.

La secrecidon de saliva submandibular y sublingual observada en

el presente capitulo tras la lesién de la Formacién Reticular Lateral

bulbopontina parece ser el recultado, una Vez mis, de la activacion es-
pecifica y primaria de somas salivatorios superiores. Efectivamente, la
idea de que la hipersalivacién obtenida en el experimento ne 5 de esta
serie es primaria se ve apoyada por la aparicién de un deficit permanen-
te en secrecion salival, una ver Qque . capacidad activadora aGe las le-
siones electroliticas ha sido sustituida por su efecto propiamente lesi-
vo. Asi, tal y como se expuso €n el experimerto n? 6, veinte dizs después

1 1

de la intervencion cerebral los animales lesionados manitestabar, en pre-
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sericia de alimento seco, un nimero de respuestas de ingestién de agua
significativamente superior al observado en controles. Por oOtro lado,
como se demuestra en este mismo experimento, dicho comportamiento pran-
dial puede ser totalmente eliminado cuando la comida seca es sustituida
por alimento himedo, io que demuestra que el patrdn alternante de bebida
presente en los sujetos lesionados viene causado, al parecer, por la se-
quedad oral resultante de las lesiones troncoencefalicas efectuadas.

Por su parte, los animales controles no desarrollan tras la ci-
rugia estereotaxica un modelo alternante de bebida, hecho que sugiere la
necesidad de un déficit salival submandibular-sublingual simultdneo al
parotideo a fin de generar dicho comportamiento prandial.

Asimismo, en concordancia con las conclusiones extraidas del

experimento n® 5, los resultados procedentes del sexto experimento del

presente capitulo parecen sugerir nuevamente que las lesiones electroli-

ticas realizadas han debido de incidir directamente sobre el propio
n.S.s. Efectivamente, como ya se ha indicado mas arriba, la aparicion de
un modelo prandial de bebida exige un déficit salivatorio global; por
tanto, si las lesiones cerebrales no hubiesen destruido masivamente neu-
ronas salivatorias superiores seria difficil explicar el desarrollc de
prandialidad en los animales experimentales. Asi, pues, dado que la
lesién electrolitica del area reticular bulbopontina provoca a largo pla=
zo un déficit especifico en secrecién submandibular-sublingual, cabe su-
poner que igualmente la hipersecrecién salival observada durante la hora
siguiente a la cirugia cerebral (experimento ne 5), sea debida a la acti-
vyacion directa de neuronas salivatorias implicadas ea la regulacion ner-
viosa de las glandulas antes mencionadas.

En resumen, segin se ha expuesto hasta ahora, la lesidn de ia
Formacioén Reticular Lateral del Tronco Cerebral provoca hipersecrecién de
saliva submandibular y sublingual como efecto a corto plazo, seguida de
un déficit salivatorio permanente asociado a las glandulas mencionadas.
Por otro lado, segin los examenes histolégicos realizados, las lesiones
afectan a la misma zona definida anatomicamente como n.3.S. En
conclusién, por tanto, consideratcs en conjunto, todos estos hechos
representar pruebas funcionales congruentes con la existencia de un cen-
tro salivatorio implicado en la secrecion de saliva submandibular y sub-
lingual localizado en la region Parvocelular bulbopontina.

pesar del elevadc déficit salivatorio submandibular y sublin-
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rual provocado centralmente en los animales experimentales de este segun-
do capitulo, es posible que una porcidn de los somas salivales superiores
no hayan resultado lesionados. De hecho, la longitud anteroposterior del
n.S.s. de la rata parece alcanzar los 2 mm. (Mitchell y Templeton, 1981).
Por otra parte, como ya se comentd anteriormente, los andlisis histolo-
gicos realizados en los sujetos experimentales empleados en estos estu-
dios indican que las lesiones han incidido sobre la mitad anterior del
nicleo, quedando intactos, posiblemente, los somas salivales mas poste-
riores.

Pues bien, los datos proporcionados por el experimento n2 7 pa-
recen apoyar funcionalmente la idea expuesta lineas mds arriba. Asi, en
los sujetos lesionados la administracidén de atropina incrementaba signi-
ficativamente el comportamiento prandial previamente descrito. Logica-

mente, la inyeccidn de dichc antagonista en los sujetos controles evoca

también prandialidad; no obstante, en este ultimo caso el desarrollc tem-

poral de este comportamiento es completamente diferente al observado en
el grupo experimental, requiriéndose dosis de atropina mas elevadas.
Mientras que en los sujetos lesionados la dosis mas baja (0.1 mgrs./kgr.)
de todas las empleadas en el experimento n? 7 era suficiente para produ-
cir un incremento significativo en prandialidad, en los animales contro-
les se requeria la dosis mis elevada (1.C mgrs./kgr.) a fin de evocar un
déficit salival lo suficientemente elevado como para que dichos sujetos
aleanzaran el umbral critico de desalivacion necesario para la aparicion
de este comportamiento.

Es mas, los animales experimentales s6lo incrementan su pran-
dialidad con la dosis baja, la administracion de dosis de atropina pro-
gresivamente superiores no producen ningin otro aumento tal y como lo de-
muestra la ausencia de significatividad en el correspondiente ANOVA in-
trasujetos efectuado. Asi, pues, en este grupo 0.1 mgrs./kgr. de atropina
parece suficiente para bloguear un niémero residual de receptores colinér-
gicos que todavia quedaban funcionalmente activos tras las lesiones cere-
brales, con lo que parece alcanzarse un nuevo nivel de desalivacion el
cual da lugar a un grado de prandialidad maximo gue ya no puede ser in-
crementado sucesivamente.

Esta interpretacion estd basada en la posibilidad de que las
lesiones parvocelulares hayan destruido un centro esencialmente parasim-

pitiu@, tal y como sugieren las diversas pruebas neuroanatomicas aporta-
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das Gltimamente con técnicas de peroxidasa (Perwaiz et al., 1982). No
obstante, hasta el momento no se ha demostrado funcionalmente la natura-
leza e implicacion simpatica de la estructura secretora lesionada. Por
tanto, s6lo en el caso de que el mencionado nucleo troncoencefalico pre-

sentara un ciracter exclusivamente parasimpatico podria aceptarse la in-

terpretacion sugerida en el parrafo anterior. Logicamente, si la lesidn

cerebral hubiera producido un déficit salival simpatico, el incremento en
prandialidad provocado por la atropina en los animales experimentales
tendria que ser interpretado diferentemente.

En el capitulo quinto del presente trabajo se estudiara el pre-
dominio, o exclusividad, parasimpatico o simpatico del centro tronccen-
cefalico afectado aqui por las lesiones electroliticas. Hasta ese momento
se aceptara la interpretacion sugerida lineas mds arriba, dado €l enorme
apoyo que la totaliacad de los traba jos neuroanatomicos realizados hasta
ahora con peroxidasa conceden a la Formacion Reticular Parvocelular como
un centro parasimpatico, donde se originan las neuronas preganglionares
con direccidn a las glandulas submandibulares y sublinguales (véase apar-
tado 52 de la Introduccion General). En funcion de los resultados expues-
tos en dicho quinto Capitulo, los datos obtenidos en este séptimo expe-
rimento seran retomados y analizados desde una vision mas global en la
correspondiente Discusidén General del presente trabajo.

Con respecto a los animales controles, en cambio, el déficit
salival producido por 0.1 mgrs./kgr. de atropina no se suma a ningin otro
déficit previo, con lo que no resulta la potenciacidn caracteristica ob-
servada en los animales experimentales. En este grupo control, el grado
de desalivacidn equivalente al alcanzado en los sujetos experimentales
tras 1a lesidn cerebral+0.1 mgrs./kgr. de atropina solo se consigue como
resultado de la administracion de 1.0 mgrs./ker., unico punto temporal de
medida en donde ambos grupos inyectados presentan una prandialidad simi -
lar.

Estos resultados, unidos a los discutidos anteriormente en es-
te capitulo, sugieren que las lesiones del area Parvocelular han debido
aleanzar a la inmensa mayoria de neuronas salivales superiores implica-
das en el control funcional de las glandulas submandibulares y sublin-
guales, ya que la secrecion residual de saliva es reducida por dosis pe-
quefias de atropina, lo que se traduce comportamentalmente en un incremen-

to en prandialidad.
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Por otra parte, el aumento progresivo en prandialidad observado
en los animales controles del experimento n® 7 inyectados con dosis de
atropina cada vez mis elevadas, no puede ser explicado como resultado del
programa de privacidn alimenticio impuesto a los sujetos (véase Falk,
1971), s.no mas bien como un efecto directo del blogueo colinérgico de
las glanduias submandibulares-sublinguales (Chapman y Epstein, 1970).

Efectivamente, en este séptimo experimento se empled un segundo
grupo control que fue sometido a las mismas condiciores experimentales a
las que fueron expuestos los animales del primer grupo control, cuyos re-
sultados han sido discutidos lineas mas arriba. La unica diferencia entre
ambos grupos controles consistio en que las ratas asignadas a este se-
gundo grupo no eran inyectadas con atropina, sino con agua destilada. Se-
gun indica el correspondiente ANOVA intrasujetos, los animales inyectados
con agu:z no modificaban su frecuencia de bebida a lo largo de los 18 dias
que duraba este séptimo experimento, por lo que puede aceptarse que el
cambio en prandialidad observado tras la administracidén de dosis de atro-
pina progresivamente superiores es producido, especificamente, por la ac-
cidn de dicho farmaco.

Recientemente, Levin (19852 y b) ha comunicado secrecioén de sa-

liva parotidea en seres humanos tras la administracion de atropina. Este

efecto secretor paradéjico sbélo se observa en glandulas denervadas y

siempre a partir del tercer mes postoperatorio. Los mecanismos implica-
dos en este fendmeno no han sido demostrados por el momento. No obstante,
Levin ha sugerido un cambio molecular en los receptores muscarinicos
glandulares desarrollado tras la denervacion parasimpatica. Asi, esta al-
teracién molecular facilitaria la estimulacion glandular por agentes pa-
rasimpaticoliticos.

A pesar de esta posible accion de la atropina, el efecto evoca-
do por este farmaco en el grupo experimental y control durante el sépti-
mo experimento del presente capitulo, parece ser debido exclusivamente a
su potente efecto anticolinérgico. En efecto, de haber inducido una ac-
cidn colinomimética, los sujetos experimentales se hzbrian comportado
normalmente reduciendo su frecuencia de bebida hasta niveles basales.

Hasta ahora se han discutido un conjunto de resultados experi-
mentales que demuestran que el area Parvocelular del Tronco Cerebral mo-
dula la actividad nerviosa de las glandulas submandibulares y sublingua-

les. Por tanto, la lesidn de esta zona debe provocar cambios histologicos
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y estructurales en estas glandulas, tal y como ocurre algunas semanas
después tras la seccion de la cuerda del t{impano {(ckstrom ot al., 1981).
Efectivamente, la lesién electrolitica de esta regidn troncoencefalica
provoca una marcada atrofia submandibular-sublingual. Asi, los animales
experimentales presentan un peso glandular signiticativamente inferior al
detectado en controles.

Esta reduccidn observada en el peso de las glandulas salivales
indicadas, no puede ser atribuida a una pérdida de peso corporal
generalizada como consecuencia de las lesiones electrolii.icas efectuadas
en el grupo experimental, ya que entre los animales lesionados y contro-
les no se detectaron diferencias significativas en peso corporal.

Por otra parte, aunque durante el periodo experimental previo a
la medicién del peso glandular los sujetos experimentales recibieron do-
sis de atropina progresivamente superiores, a los sujetos controles les
fueron administradas cantidades equivazlentes de atropina, hecho que des-
carta la posibilidad de que la atrofia submandibular-sublingual descrita
en los animales experimentales sea resultado del efecto blogueante de la
atropina. A pesar de ello, ¥ dado que la unica diferencia experimental
existente entre los dos grupos de sujetos utilizados en el experimento n2
8 del presente capitulo consiste en la lesidn reticular Parvocelular a
que fueron sometidas las ratas experimentales, parece logico considerar a
dicho tratamiento quirurgico como el factor determinante para el desa-

rrollo de la atrofia submardibular y sublingual.

Resumiendo las aportaciones fundamentales de este segundo capi-
tulo, en cada uno de los cuatro experimentos descritos en la presente se-

rie se demuestra un efecto asociado a las glandulas submandibulares y

sublinguales como resultado de la lesidn del area Parvocelular bulbopon-

tina. Los resultajos obtenidos en estos estudios son complementarios, ya
que a partir de las conclusiones parciales aportadas por cada uno de di-
chos experimentos puede inferirse una visién global de el efecto del tra-
tamiento experimental sobre el estado de las glandulas submandibulares y
sublinguales. Asi, por ejemplo, mientras que el experimento n? 5 sugiere
la existencia de células salivales circunscritas en la zona Parvocelular
cuya activacion parece regular la secprecidn de saliva submandibular y
sublingual, la lesién de dicha zona evoca profundas aiteraciones compor-

tamentales debidas a un déficit permanente en secrecion submanditular
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(experimento n¢ 6), asi como una marcada atrofia glandular (experimento
ne 8). No obstante, todavia existe un pequefio flujo de saliva submandibu-
lar y sublingual residual que puede ser bloqueado como pequefias dosis de
atropina.

Todos los fendmenos antes indicados son especificos, demostran-
do que las lesiones efectuadas han incidido sobre mecanismos neurales
comprometidos directamente en la regulacion nerviosa de la secrecitdn de
saliva submandibular y sublingual. Asi, la prandialidad resultante de las
lesiones puede ser eliminada si la sequedad oral existente en los sujetos
experimentales es reducida mediante la ingestion de alimento himedo (ex-
perimento n? 6). Dicho comportamiento puede incluso ser incrementado, si
el déficit salival preexistente es aumentado tras la administracién de
atropina (experimento n? 7). Estos mismos datos sugieren que la hipersa-
livacidén postoperatoria registrada durante el experimento n? 5 como re-
sultado del efecto activador de las lesiones electroiiticas es especifi-
ca debida, por tanto, a la accidn directa de la lesidn sobre neurcnas sa-
livatcrias superiores. Del mismo modo, la atrofia glandular podria ser
explicada por un escaso control nervioso de las glandulas submandibulares
y sublinguales, dados los déficits salivatorios ya demostrados en estos
mismos animales y la ausencia de una pérdida generalizada de peso corpo-
ral.

Si a todos los resultados discutidos anteriormente se le suma
el hecho de que existe una estrecha concordancia entre la zona activada y
posteriormente destruida en estos estudios, y aquella propuesta recien-

temente como lugar de origen de las fibras salivatorias parasimpaticas

preganglionares, los distintos datos obtenidos en este capitulo podrian

ser presentados como pruebas funcionales a favor de la existencia de un
centro salivatorio submandibular y sublingual (nicleo Salival superior)

circunscrito en 1a Formacidén Reticular Parvocelular del Tronco Cerebral.
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INTRODUCCION

Segin se desprende de lcs experimentos expuestos hasta ahora,
la Formacidén Reticular Parvocelular del Tronco Cerebral constituye un
centro secretor directamente implicado en la regulacion nerviosa de las
glandulas submandibulares-sublinguales. Estas conclusiones funcionales se
ven apoyadas por diversos estudios anatomicos ya expuestos con antela-
cién (véese apartado 5° de la Introduccion General), los cuales

demuestran unanimemente la existencia de conexiones nerviosas que, ori-

ginidndose er el &area Parvocelular troncoencefalica, alcanzan las glandu-

las salivales arriba indicadas.

Aunque la lesidn efectuada en los estudies ya comentados en los
dos capitulos anteriores ha afectado a la inmensa mavoria de las neuronas
salivales superiores (véanse, por ejemplo, experimentos n2 3, 6 y 7), es
posible que el drea bulbopontina destruida no constituya exclusivamente
un centro salival submandibular-sublingual. En efecto, las pruebas ana-
témicas comunicadas durante los ultimos afios no han demostrado una deli-
mitacidén clara entre el nicleo Salival superior y el inferior; al contra-
rio, segun se sigue de estos estudios, los cuerpos celulares que compo-
nen ambos nucleos suelen extenderse a lo largo de lc misma region reti-
cular. si bien la zona de mayor densidad de neuronas salivales superio-
res se localiza en una posicidén mds rostral a la zona homologa del n.S.i.
(Satomi et al., 1979a y b; Nicholson et al., 1981). Asi, tras la
aplicacion de peroxidasa en 2l nervio timpanico, o bien directamente en
el ganeglio otico, diversos autores han observado la presencia de somas
tefiidos en la misma Formacidon Reticular Parvocelular bulbcpontina, aun-
que el mayor numero de somas salivales inferiores siempre apare {an res-

tringidos a plaros anteroposteriores mas caudales, coincidiendo con la
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o] Facial (Nomura y Mizuno, 1982; Contreras et

los oastudios cldsicos de estimulacion eléctrica ex=
Tntroduccion General, sin determinar con exactitud la lo-
calizacidn funcional de ambos nucleos salivales, sugieren en concordan-
cia con la anatomia cierta superposicion de neuronas salivales superiores
e inferiores. Efectivamente, tras la estimulacion de una franja dorsal de
la Formacidn Reticular troncoencefalica a diferentes niveles anteroposte-
riores, Magoun et al. (1942) y Wang (1943) observaron simultaneamente se-
crecién submandibular y parotidea. No obstante, conforme el punto de es-
timulacidn se aproximaba a planos bulbopontinos mis rostrales la secre-
0ién submandibular predominaba sobre la parotidea y viceversa (vease
apartado 62 de la Introduccién General).

Los datos expuestos mas arriba parecca sefialar la posibilidad

que el centro descrito funcionalmente en los dos capitulos anterio-

no se corresponda exclusivamente con el n.S.s. Es probable, por tan-

que las lesiones restringidas al 4drea Parvocelular no incidan sobre
un centro salival exclusivamente cubmandibular-sublingual, sino que la
intervencién quirtrgica afecte al mismo tiempo a neuronas salivales in-
feriores aunque siempre, y en base a la informacidén proporcionada por los
estudios neurcanatdomicos ya mencionados, en un grado significativamente
inferior al obscrvado para el n.S.s.

El objetivo, por tanto, del presente capitulo consiste en com-
probar funcionalmente si la activacidn del area Parvocelular bulbopontina
afecta de algin modo a neuronas salivales inferiores y, si este es el ca-
so, el grado en el que el n.S.i. ha resultado afectado como consecuencia
de las lesiones electroliticas caracteristicas efectuadas hasta ahora en
los capitulos anteriores.

Con el fin de abordar esta cuestion, en la presente serie se ha
seguido el mismo planteamiento metodolégico empleado con anterioridad.
Asi, todos los experimentos de este capitulo har sido reali. s en ani-

miles a los que les habian sido extirpadas las glandulas submandibulares

y sublinguales con antelacidén a la cirugia estereotaxica. Por tanto, si

realmente las neuronas salivatorias pertenecientes al n.S.j. circunscri=
tas en el area Parvocelular troncoencefalica han sido activadas tras la
lesion de esta zona, debe evocarse secrec ién de saliva parotidea como

N ¢ . . . ® N ‘ . T 5
et'ecto inmediato z la intervenclon electrolitica. Por otro .ado, una vezZ
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los animales se hayan recuperadc de la jesién intracerebral, el grado de
prandialidad manitestado por 1os sujetos experimentales podria constituir
un indice comportamental a partir del cual seria posible inferir la pro-
porcion de neuronas salivatorias inferiores que la lesion cerebral ha
afectado. De este modo, si la lesidn ha destruido un numero de cuerpos
celulures parotideos equivalente a la magnitud de somas salivales supe-
riores afectados en experimentos previos (véase Capitulo II), cabria es-
perar que los sujetos lesionados cerebralmente en la presente serie ex-
perimental desarrollasen una prandialidad semejante a la descrita an-
teriormente (véase experimentc n2 6). Por el contrario, si la lesion
reticular efectuada en los sujetos experimentales de este tercer capitu-

lo afecta sélo a un nimero reducido de somas salivales inferiores, el

grado de desalivacidn inducido cerebralmente unido a la extirpacion de

las glandulas submandibulares-sublinguales, nc debe ser lo suficiente-
mente elevado como para que los animalec lesionados desarrollen un mode-
lo prandial de toma de agua (Stricker, 1970).

Asi, pues, mientras que la secrecidn salival siguiente a la ci-
rugia intracerebral registrada en animales con las glandulas submandibu-
lares y sublinguales extirpadas puede proporcionar informacion acerca de
la mayor o menor ctivacidn de neuronas salivales inferiores desde la re-
gion Parvocelular, la aparicién o ausencia de prandialidad indicaria la
extension en la que dichu centro secretor parotideo ha sido alcanzado por
las lesiones, vermitiendo evaluar la importancia del déficit salival in-
ducido cerebralmente. Estos dos indices, uno fisiologico y otrc compor-
tamental, har sido escogidos de entre los distintos efectos demostrados
en los capitulos anteriores, dada su extrema sensibilidad a fin de detec-
tar la existencia de neuronas salivatorias. Por otro lado, cada uno de
estos indices puede aportar informacién de diferents tipo pero comple-
mentaria sobre la participacién del area Parvocelular en la secrecion de
saliva parotidea, lo que proporcionari una visién global de la funcion

propia de esta zona troncoencefalica.




EXPERIMENTO N@ 9

En el experimento n? 5H se demostrd hipersecrecion de saliva
submandibular y sublingual como consecuencia de la lesion electrolitica
del &rea Parvocelular bulbopontina. Dado que diversos estudios neuroana-
témicos han detectado en la rata la presencia de somas salivales infe-
riores localizados en dicha zona troncoencefalica tras la aplicacion de
peroxidasa en el nervio timpianico (Nicholson et al., 1981), o bien en el
ganglio otico (Contreras et al., 198C), cabria esperar que, en mayor o
menor grado, la lesidén de la region Parvocelular evoque secrecion de sa-

liva parotidea como efecto inmediato de la lesidn electrolitica.

METODO
Su jetos.

En este experimento se han empleado 21 ratas machos de la raza
Wistar, nacidas y criadas en el Animalario de la Universidad de Granada.
Cada sujeto era colocado individualmente en jaulas experimentales de las
mismas caracteristicas a las descritas previamente en el experimentn n¢
1. Tanto la alimentacidn comoc las condiciones ambientales a que estuvie-
ron scmetidas las ratas de este estudio, fueron analogas a las ya in-
dicadas en los capitulos anteriores.

El peso de las ratas en el momento de la cirugia estereotaxica
estaba comprendido entre los 290 y los 350 gramos. De los 21 sujetos em-
pleados, 11 fueron asignados aleatoriamente al grupo experimental efec-
tuandose en ellos las correspondientes lesiones electroliticas. Los 10

animales restantes constituyeron el grupo control.

Cirugia.

Quince dias antes de efectuarse la cirugia estereotaxica, tanto
a los sujetos experimentales como a los controles les fueron extirpadas
bilateralmente las glandulas submandibulares y sublinguales, segun el
procedimiento quirurgico descrito en el experimentc ne 8 (véase, "Proce-
dimiento experimental" del exp. n? 8). De este modo, la saliva recogida
en la cavidad oral a lo largo de la hora siguiente a la cirugia estereo-
tixica, era secretada exclusivamente por las glindulas parotidas.

A los 11 sujetos experimentales del presente capitulo les fue
lesionada electroliticamente la regidn Parvocelular de la Formacion Re-

ticular bulbopontina. Los animales controles fueron operados, pero rno le-
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sionados. Ambas operaciones cerebrales se realizaron segun el procedi-

miento quirurgico ya indicado en el apartado de "Cirugia" del experimento

n® 1, empleandose las mismas coordenadas estereotaxicas.

Procedimiento experimental.

El sistema seguido en el presente experimentc para medir la
cantidad de saliva parotidea secretada por experimentales y controles du-
rante la 1{nea base asi como la secretada a lo largo de la hora siguiente
a la cirugia estereotaxica, fue idéntico al empleado en el experimento n®
1.

Analisis de los datcs.

Con la intencidén de estudiar el efecto de la lesion electro-
1{tica de la regién Parvocelular bulbopontina sobre la cantidad de saliva
parotidea secretada .urante la hora siguiente a la cirugia cerebral, se
efectud un analisis de varianza mixto 2x3 segin el procedimiento de
medias no ponderadas descrito por Keppel (1973) para grupos con desigual
numero de sujetos. En dicho analisis el factor entre grupos se ha mani-
pulado a dos aiveles (lesidn versus no lesidn) y el factor intrasujetos a
tres niveles (tiempo: 0, 20 y 60 minutos).

Por otro lado, y con la finalidad de comparar estadisticamente
la cantidad media de saliva secretada por los animales controles y expe-
rimentales en los tres puntos temporales postoperatorios en los que se
registraba la respuesta salival, se emplearon pruebas t de Student para

muestras independientes (McGuigan, 1968). Esta misma prueba fue empleada

a fin de evaluar cualquier posible diferencia en secrecién parotidea

durante la linea base.

RESULTADOS

Los resultados del presente experimento indican que los anima-
les a los que les ha sido lesionada la regidn Parvocelular de la Forma-
cidn Reticular Lateral bulbopontina secretan, durante la hora siguiernte a
las lesiones electroliticas, una cantidad media de saliva parotidea sig-
nificativament2 superior a la registrada en los sujetos controles (F

19 = 4.763, p<0.05. Figuras 34 y 35. Tabla XXI). Sin embargo, dado que
el valor de F obtunido presentaba una significacion limite, en ninguno de

los tres puntos postoperatorios en donde se registrd lz respuesta salival
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se observaron diferencias significativas en salivacion a favor del grupo

experimental (valor minimo de F para p<0.05 = 4.380). Los distintos va-
lores de t obtenidos en cada uno de los puntos postoperatorios de medida,

fueron los siguientes:

t en "tiempo O" = 1.954, N.S.
t en "tiempo 20"= 1.227, N.S.
t en "tiempo 60"= 1.904, N.S.
(véase figura 36 y tabla XX).

Igualmente, la cantidad de saliva registrada en las ratas expe-
rimentales durante la linea base, no fue significativamente diferente a

la medida en los sujetos controles (t=0.371, N.S. Figura 36 y tabla XX).




FIGURA 34

Cantidad media de saliva parotidea secretada por el grupo experimental (—

) y control ( ) antes de la lesidn (L.B.) y durante la hora

siguiente a ésta (0, 20 y 60 minutos). Algunos dias antes de la cirugia

estereotaxica tanto a los sujetos experimentales como a los controles les
fueron extirpadas bilateralmente las glandulas submandibulares y sublin-
guales. Aungue el ANOVA global efectuado para los tres puntos postope-
ratorios resulté significativo (véase resultados), individualmente en
ninguno de dichos puntos temporales se detectaron diferencias significa-

tivas empleando pruebas t de Student.
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FIGURA 35

Cantidad media total de saliva parotidea secretada por el grupo experi-
mental (E) y control (C) durante la hora siguiente a las lesiones. A

ambos grupos de animales les fueron extirpadas bilateralmente las glan-

dulas submandibulares y sublinguales con antelacidn a la cirugia estereo-

tixica. Nivel de significacidn como en figura 11.
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FIGURA 36

Cantidad media de saliva parotidea secretada por el grupo experimental
(E) y control (C) a lo largo de los diferentes puntos de medicidn de los
que constaba el experimento ne 9. En A: cantidad media de saliva regis-
trada en ambos grupos durante la 1{nea base. En B: a los "0 minutos". En
C: a los "20 minutos". En D: a los "60 minutos". Considerados individual-
mente, en ninguno de los cuatro puntos temporales representados en esta

figura se detectaron diferencias significativas en secrecion salival

parotidea entre animales lesionados y controles.
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TABLA XX

EXPERIMENTC Ne 9: CANTIDAD MEDIA DE SALIVA (MGRS.) SECRETADA POR SUJETOS
EXPERIMENTALES Y CONTROLES ANTES DE LA LESION Y DURANTE LOS TRES PUNTOS
POSTOPERATORIOS DE MEDIDA.

LESION

l

Tiempo: L.B. 0 20 60 TOTAL

572  11.81 8.18  10.00  30.00
Exp. E4E 6041 9192 06 2.9

2.00 1.00 3.00 2.00 6.00
4.00 3.00 L.58 4.00 8.00

0.371 1.954 1.227 1.9C4 2.183
N.S. N.S. N.S. N.S. <0.05




TABLA XXI

EXPERIMENTO N 9: ANOVA MIXTO 2x3. NIVEL DE SIGNIFICACION COMO EN FIGURA
tle

SC MC

A (Lesion) 1006. 104 1006. 104
B (Tiempo) 6.922 2 3.461
LxRB 83.072 2 41.536
s/A 4013.330 211.227
Bxs/A 2573.950




EXPERIMENTO N2 10

Como demuestra 21 experimento anter..c, la region Parvegelular

del Tronco Cerebral esta implicaua funcionalmente en la secrecidn de s
liva parotidea. Sin embargo, es posible qu- la activacidn/lesion de esta
zona no haya afectado sustancialmente al n.S:i. Asi, tal y como 3e des-
prende de la infornacién aportada por la neuroanatomia (véase, Nicholson
et al., 1961; Nomura y Mizuno, 1981 y 1.32), el mayor numero de somas L=
livatorios con direcion hacia las glandulas parotidas parecen
localizarse a un nivel anteroposterior ligeramer.te mas caudal a la zona

parvoceiular. Por tanto, si realmente las lesiones realizadas en los ani-

males experimentales han destruido una pequefia porci¢én del n.S.i. dener-

vando asi sélo parcialmente a las glandulas paréLidas, cabe suponer que
entre los sujetos lesionados y los controles no existan diferencias en
orandialidad, dado que este comportamiento es Unicamente observado cuando
el animal ha sido desalivado globalmente (Stricker, 197C). Por el contra-
rio, si la jntervencién cerebral hubiera destruido una amplia mayoria de
neuronas salivales inferiores, podria esperarse ei desarrollo de dicha

conducta alternante de ingestidn e agua.

METOLO
Sujetos.

En el presente experimento se utilizaron las mismas 21 ratas
machos ya empleadas en el experimento n? 9. Once animales presentaban le-
sicnes bilaterales en el area Parvocelular del Tronco Cerebral. las 10ra
tas restzntes eran controles operados cerebralmente perc no lesionadcs
electroliticamente. Tanto a los animales experimentales como a i0S
controles, se les habian extirpado bilateralmente las glandulas subman-
dibulares y sublinguales con antelacidn ¢ la cirugia estereotdxica. Las
condiciones medicambientales 2 que estaban someiidos los sujetos, fuercn

andlogas a las descritas en el capitulo anterior.

Procedimiento experimental.

fue exactamente igual al descrito en el experimento n¢ 6 del

Capitulo II.
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Finalizado el prucedimiento experimental anterior, los animales
experimentales recibieron una sobredosis introperitoneal de Tiopental. A

o

continuacion dichos sujetos eran per "undidos cardiacamente siguiendo los

mismos pasos ya expuestos en el experimento n@ 4. Extraido el encéfalo,

éste era laminado y la localizacidn de las lesiones determinada tal y
como se indicd con anterioridad (véase "Histologia" del experimento n¢
4). Los cortes cerebrales mas representativos fueron dibujados o micro-

fotografiados (0lympus Optical Co., mod. PM-b. Japdn).

Anilisis de los datos.

Con el propdsito de evaluar si la lesidn del area Parvocelular
unida a la desalivacién periférica submandibular-sublingual incrementaba
la frecuencia media de bebida, se efectud un analisis de varianza mixto
2x2 segun el procedimiento de medias no ponderadas descrito por Keppel
(1973). En este ANOVA el factor entre grupos se manipuld a dos niveles:
extirpacion glandulas submand: bulares-sublinguaies+lesion versus extir-
pacién glandulas submandibulares-sublinguales+no lesién. Asimisme, el
factor iutrasujetos fue variado en dos ocasiones (tipo de comida: comida
sec. versus comida humeda).

Igualmente, el efecto de la lesidn sobre la longitud media de
la respuesta de bebida fue tratado estadisticamente mediante un ANOVA
mixto de las mismas caracteristicas al indicado mas arriba.

Con la intencién de comparar en un mismo grupo el efecto de la
intervencion cerebral sobre la frecuencia de bebida, se emplezron dos
pruebas t para grupos relacionados (Arnau, 1978): una aplicada al grupo
experimental y otra al control. Por otro lado, se emplearon toembién prue-
bas t de Student para muestras independientes (McGuigan, 1968), con el
fin de comparar estadisticamente la frecuencia media de bebida registrada
en ambos grupos de animales para cada uno de los distintos dias de prue-

ba de los que consta el presente experimento.

RESULTADOS

Ninguna de las div.r-sas pruebas estadisticas realizadas en el
presente estudio ha detectado diferencias significativas entre el gruno

T

experimental y ntrol. Estos resultados contrastan significativamente
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los obtenidos en el experimento n¢ 6 del capitulo anterior, estudio
paralelo a este déeimo experimento. Por tanto, el efecto de la lesidn
Parvocelular sobre la frecuencia de betida es claramente diferente en
funcién de que la intervencidon quirdrgica periférica se efectie sobre las
glandulas parotidas o sobre las submanaibulares-sublinguales.
Efectivamente, el analisis de varianza global realizado para el
parametro comentado arrojé un valor de F para el factor entre grupos
(glandulas subm.-subl. extirpadas+lesion versus glindulas subm.-subl. ex-
tirpadas+no lesidén) muy por debajo del nivel de significacion establecido
(P 1,19 = 0,032, N.S, Figara 3] y tabla XXIII). Al comparar mediante
pruebas t la frecuencia media de bebida observada en experimentales Yy
controles en cada uno de los dos dias de prueba postoperatorios, tampoco
se detectaron diferencias significativas (t comida seca = 0.577, N.5.3 ¢t
somida himeda = 0.806, N.S. Tabla XXII). Logicamente, durante la linea
base ambos grupos no diferian significativamente en prandialidad
(t=0.578, N.S. Tabla XXII).
Asimismo, tras la aplicacidon de dos pruebas t para muestras re-
lacionadas, se comprobo que ni los sujstos experimentales ni los contro-

les modificaban su frecuencia media de bebida tras la cirugia cerebral

cor respecto al valor de este parametro ragistrado durante la linea base

(t muestras relacionadas grupo experimental = 1.046, N.S.; t muestras re-
lacionadas grupo control = 1.355, N.C.).

La cantidad de agua bebida por ambos grupos durante los dos
dias de prueba postoperatorios fue practicamente egquivalenie (F 19 =
0.00004, N.S.). Tampoco la longitud media de la respuesta de bebida cai-
culada en los animales experimentales fue significativamente diferente
a la regzistrada en controles (F 1,19 = 0.480, N.S. Figura 38. Tablas XXII
y XXIII). Es mis, en contraste con los resultados obtenidos 2n el experi-
mento n? 6, en esta ocasion no se detectaron diferencias significativas
en este Gltimo pardmetro durante la presentacidn de alim~nto seco en el
periodo postoperatorio (t=0.837, N.S. Tabla XXII1). Como es logico tampoco
se detectaron diferencias significativas en la longitud media de la res-
puesta de bebida en el dia correspondiente a la ingestion de alimento ha-
medo (t=0.043, N.S. Tabla XXII).

Por ultimo, la cantidad de alimento seco cow ,umido por los @ Ja-
jetos experimentales y controles en su rorresponciente dia de pr- .ba

postoperatorio fue similar {t comida seca = 1.9t




tor otro lado, examinados histologicamente los cerebros de los
11 animales experimentales perfundidos en >ste experimento, la zona neu-
roanatomica afectada por las lesiones se correspondia con la Formacion
Ret:icular Parvocelular bulbopontina, coincidiendo tanto la extensién como

la distribucidn de estas lesiones con las ya descritas en el primer capi-

tulo. En las figuras 39, 40 y Y41 se muestran cortes histoldgiros de las

lesiones efectuadas en algunos animales experimentales representativos

empleados a lo largo de la piesente cserie experimental.




FIGURA 37

Frecuencia media de bebida observada en el grupo experimental (———) y
control ( ) durante la fase de prueba correspondiente al periodo de
linea base y al periodo postoperatorio de lesidn cerebral. Previamente al
registro de los datos que aparecen representados mas arriba, tanto a los
sujetos gue fueron asignados aleatoriamente al grupo experimental como a

los destinados al grupo control se les extirparon bilateralmente las

glandulas submandibulares y sublinguales. En ninguno de los tres puntos

representados en la presente figura se detectaron diferencias significa-
tivas entre experimentales y controles. C.S5.: comida seca. C.H.: comida

humeda.
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FIGURA 38

Longitud media de la respuesta de bebida observada en el grupo experimen-

tal (E) y control (C) durante el periodo postoperatorio en funcion del

tipo de comida ofrecida a los animales. En ningun caso se detectaron di-

ferencias significativas entre experimentales y controles.
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TABLA XXII
EXPERIMENTO N° 10: EN A, FRECUENCIA MEDIA DE BEBIDA. EN B, LONGITUD ME-
DIA DE LA RESPUESTA D3 BEBIDA REGISTRADA EN EXPERIMENTALES Y CONTROLES.

LESTON
CEREFRAL

1inea base comida seza comida humeda

7.36 14.63 8.27
4.99 2esoi 12.67

M_
X 20.60 4.80

10.40
4.9€ 22.62 2.92

0.578 0.577 0.806
N.S. N.S. N.S.

LESION
CEREBRAL

{

Fase: comida seca comida humeda

X 1.38 0.86
SD 0.76 0.62

X 1.07 0.87

Lok fep 0.86 0.32

Exp.

0.837 0.043
D N.S. N.S.

Puesto gque durante la linea base no se
rezistrd la cantidad de agua bebida por
los animales, no se calculd este para-

metro durante dicha fase.




IABLA XX111

EXPERIMENTO N¢ 10: ANOVAS MIXTUS 2xe CORRESPONDIENTES A LA FRECUENCIA DE
BEBIDA (PHANDIALIDAD) Y A LA LONGITUD DE LA RESPUESTA DE BEBIDA REGISTRA-
DAS DURANTE EL PERILODO POSTOPERATORIO. NIVEL DE SIGNIFICACION COMO EN
FIGURA 11.

FRECUENCIA DE BEBIDA (PRANDIALIDAD)

FV SC MC

A (Lesion) 16.411 16.411 0.032
B (Tipo de comida) 1291.435 1291.435 8.100%#
AxBE 234.380 234.380 1.470
s/A 9519.660 501.024

Bxs/A 3029. 140 159.429

LONGITUD DE LA RESPUESTA DE BEBIDA

FV SC

A (Lesiodn)

B (Tipo de comida)
AxB

s/A

Bxs/A




FIGURA 39

Microfotografia de un corte frontal de la regidn bulbopontina en la que

ce observa bilateralmente el centro de las lesiones efectuadas en un ani-
mal representativo (Rata n2 55. Total saliva: 10 mgrs. ). Localizacion an-
teroposterior a -2.4 mm. posterior al meato auditivo, segun el atlas neu-
roanatémico de Pellegrino et al. (1979). Ampliacidn x10. Véanse abrevia-

turas en Apéndice.







FIGURA 40

Microfotografia de un corte frontal de la region bulbopontina en la que
se observa bilateralmente el centro de las lesiones efectuadas en un ani-

mal experimental representativo ‘Rata n? 56. Total saliva: 10 mgrs.). Lo-

calizacidn anterciosierior a -2.4 mm. posterior al meato auditivo, segin

el atlas neuroanatéomico de Pellegrino et al. (1979). Ampliacion x10.

Véarse abreviaturas en Apéndice.







FIGURA 41

Cortas frontales de la region bulbopontina en lo. que s2 representan el
tamafio y extension del nivel anteroposterior intermedio de las lesiones
electroliticas efectuadas ern dos animales experimentales representati-
vos. Corte superior: rata n? 185 cc. un total de saliva de :” mgrs. Cor-
te inferior: rata n? 153 con un total de saliva de 50 mgrs. La zona da-
fiada aparece sombreada en negro. En 1a parte dorsolateral derecha de cada
corte se indican las coordenadas anteroposteriores localizadas a partir
da] atlas neuroanatomico dec Pellegrino et al. (1979). Veéanse abreviaturas

’ .
en Apendice.







DISCUSION

,os dos experimentos descritos anteriormente han sico efectua=
dos en ratas a las avg LiS hat{zn sido extirpadas bilateralmente las
glandulas submandibulares-sublinguales antes de la intervencion cerebral.
De este modo, la saliva recogida durante la hora siguisnte a la opera-
cién cerebral, asi como los posibles déficits salivales observados poste-
riormente en dichos animales, solo pueden asociarse funcioralmente a las
neuronas salivales inferiores. Por otra parte, puesto que tanto a los
animales experimentales como a 108 controles les fue practicada la desa-
livacién periférica indicada mas arriba, l1os distintos fendmenos obser-
vados en este capitulo deben atribuirse exclusivamente al efecto de las
lesiones electroliticas realizadas en los sujetos experimentales, lo que
constituyé la unica manipulacidn diferencial entre los dos grupos de ani-

males empleados en la presente serie.

En los sujetos experimentales, 1a lesiodn electrolitica del area

parvocelular del Tronco Cerebral evocaba una cantided de saliva parotidea
durante la hora posterior a las lesiones, globalmente superior a la re-
gistrada en las ratas controles, operadas cerebralmente pero no lesiona-
das. Ademis, veinte dias después de la cirugia estereotdxica, los anima-
les experimentales no manifestaban (en presencia de alimento seco) dife-
rencias significativas en su frecuencia media de bebida en comparacion
con los valores registrados en el grupo control.

Este conjunto de resultados conviene considerarlo en relacion
con los datos ya comentados en el capitulo anterior. En cierto modo, los
dos experimentos aqui discutidos no son sino una extension del problema
central abordado en la serie experimental previa. Asi pues, una vez
demostrada la participacién de la Formacién Reticular Parvocelular bulbo-
pontina en la secrecidon de saliva submandibular y sublingual (véase ca-
pitulo I y I1), cabe preguntarse si la zona activada/lesionada en esta
serie experimental, la cual es coincidente con la intervenida en los ca-
pitulos previos, modula también la secrecidén parotidea y el grado en el
que esta region influye sobre ambas glandulas parétidas. Por tanto, 1os
resultados ahora discutidos deben integrarse con aquellos otros ya
expuestos durante el capitulo anterior, a fin de explicar mas a fondo las
funciones propias de la Formacidn Reticular Parvocelular bulbopontina en
la regulacion ncrviosa de la salivacion.

se expuso en la seccidn de "Resultados" del experimento n¢
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10, las lesiones electroliticas realizadas en los animales experimenta-
les de la presente serie se extendian a todo lo largo de la zona Parvo-
celular bulbopontina. kn esta region diversos autores han observado, en
la rata, cuerpos celulares tepidos con peroxidasa cuando este enzima es
administrado en el nervio timpanico (Nicholson et al., 1981}, & bien
cuando es depositado directamente en el ganglio oticc (Contreras et al.,
1980), Por tanto, parece légico, en principio, que la secrecion de saliva
parotidea observada en el experimento n¢ 9, sea debida al efecto activa-
dor temporal de la lesién electrolitica, una vez ésta afecta a las neuro-
nas salivales inferiores (Schallert et al., 1977 ¥ 1978; Blessing et al.,
1985).

A primera vista y en comparacion con la hipersalivacién sub-
mandibular y sublingual obtenida tras la activacion del area Parvocelu-
lar en el capitulo anterior, la magnitud del efecto parotideo registrado

en la presente serie es yucho menor. Efectivamente, el efecto secreter

observado en los sujetos experimentales presentaba una significacién 1i-

mite muy inferior, por tanto, a las claras diferencias entre experimenta-
les y controles detectadas durante el experimento n? 5. De hecho, en este
Gltimo experimento, dos de las tres medidas postoperatorias fueron sig-
nificativas. Sin embargo, en este noveno experimento no se registraron
diferencias significativas en ningunc de dichos puntos temporales post-
operatorios (“0", "20" y "60" minutos).

Sin embargo, podria argumentarse que esta comparacion no es la
adecuada ya que la respuesta secretora maxima a obtener en la gldndula
pardtida tras la estimulacién aguda podria ser de pequefia magnitud, tal y
como pareceria desprenderse del propio noveno experimento. A pesar de
ello, diversos estudios han demostrado claramente gue la capacidad se-
cretora de la gldandula pardtida ante estimulacion nerviosa es equipara-
ble, en magnitud de flujo secretado, a la observada en la glandula sub-
mandibular-sublingual. Asi, por ejemplo, la estimulacion del nervio auri-
culotemporal en 1a rata con una amplia gama de frecuencias, siempre pro-
duce una respuesta secretora parotidea muy superior a la detectada en
este capitulo (5 Hz. durante 2 minutos = 60.1 mgrs.; 20 Hz. durante 2 mi-
nutos = 138.1 mgrs. Véase Ekstrdm et al., 19833 pag. 446). Por otro lado,
a nivel troncoencefdlico diversos autores han comprobado que la estimu-
lacién eléetrica de los puntos pontinos y bulbares sensibles a secrecion

salival, evoca en el gato respuestas secretoras submandibulares y sublin-
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suales (estimulacion pontina) comparables en cagnitud a la correspondien-
te respuesta parotidea observada tras la activacion de zonas bulbares
sdecuadas. De hecho, Magourn y Beaton (1942) comunicaron und respuesta se-
cretora maxima, asociada a las glandulas parotidas, |igeramente superior
a la observada en las glandulas submandibulares para periodos de esti-
mulacion eléctrica troncoencefalica de idéntica duracién. Asimismo, las
conclusiones obtenidas por Wang (1943) en gatos tras la estimulacidon de
neuronas salivales superiores € inferiores troncoencefalicas, son compa-
tibles con los datos comentados anteriormente (respuesta secretora maxi-
ma submandibular = 1.2 c.c. por minuto; respuesta secretora maxima paro-
t{dea = 1.1 c.c. por minuto. yéase Wang, 1943, pag. 198). Por su parte,
el cursc temporal del flujo de saliva submandibular y parotideo obser-
vado cuando se estimulaban zonas pontinas o bulbares apropiadas, era si-
milar (Magoun y Beaton, 1942; Wang, 1943),
En conclusidn, por tanto, ¥ segun el andlisis desarrollado en
el parrafo anterior, la reducida cantidad de saliva parotidea registrada

en los sujetos lesionados en el experimento n2 9, no parece sugerir una

menor capacidad secretora de la glandula parotidea en comparacién con las

glandulas submandibulares-sublinguales, dada la elevada magnitud de flujo
salival registrado en el experimento n@ 5 del capitulo anterior; por el
contrario, mas bien parece indicar un reducido efecto de la activacidn
electreclitica (aunque existente) sobre neuronas salivales inferiores. De
hecho, si el tratamiento electrolitico hubiera afectado masivamente a
neuronas salivales inferiores, la magnitud de saliva parotidea secretada
durante la hora siguiente a la activacion cerebral deberia haber sido se-
me jante a la cantidad de saliva submandibular y sublingual registrada con
anterioridad (véase experimento no 5). No obstante, los animales experi-
mentales del estudio n? 5 (véase capitulo II) secretaron una cantidad de
saliva submandibular- —sublingual 6. € veces superior a la magnitud de flu-
Jjo parotideo detectado en los sujetos experimentales del noveno experi-
mento, tras la activacion de la misma 4rea troncoencefélica. Asi, pues,
este hecho en union con los diversos estudios aportados a lo largo de los
dos capitulos anteriores, sugiere un control precominante de la zona par-
vocelular bulbopontina intervenida en estos axperimentos sobre 1a secre=
cion de saliva submandibular-sublingual.

La idea anterior esta en concordancia con las conclusiones

aportadas por diversos estudios neuroanatomicos ya mencionados en la in=-
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troduceidn de este capitule. Tal y como sugieren dichos trabajos anatémi-
cos, el area Parvocelular bulbopontina aebe corresponderse con la zona
145 anterior del n.S.i. Por tanto, aungue en este area existen cuerpos
celulares salivatorios cuyos axones se dirigen hacia las gléndulas paro-
tidas, la mayor densidad de neuronas salivales inferiores parece exten-
derse anatdmicamente en regiones reticulares mas caudales (Satomi et al.,
1979b). Asi, tras la aplicacion de peroxidasa en el nervio iimpanico o en
el ganglio Gtico, el mayor nimero de somas parotideos siempre aparece lo-
calizado caudalmente al genu del Facial, ocupando la Formacion Reticular
situada dorsolateralmente al tercio posterior del nuicleo motor del Fa-
cial (Contreras et al., 1980; Nomura y Mizuno, 1982). Los niveles mas
caudales de este nicleo Salival inferior se extienden, en la rata, hasta
un punto localizado 2 mm. posterior a la Formacidn Reticular Parvocelu-
lar lesionada tanto en este como en los capitulos anteriores. Esta zona
reticular tan caudal ocupa la region dersal del polo anterior del nucleo
Ambiguo (Nicholson et al., 1981).

3i realmente la lesidn electrolitica del area Parvocelular bul-
boporitina sélo afecta ligeramente a neuronas salivales inferiores, tal y
como sugieren los resultados del experimento n2 9 en unién con los
estudios anatémicos comentados anteriormente, la inhibicidén permanente de
dicha estructura debe provocar un déficit salival parotideo reducido, el
cual ha de ser significativamente inferior al déficit submandibular y
sublingual ya descrito a lo largo del Capitulo II.

De entre los diversos procedimientos emplcados en los capitulos
anteriores con el propdsito de operacicnalizar un déficit salival, uno de
los que mayor informacion proporciona consiste en medir el numero de res-
puestas de toma de agua emitidas por el aniral en presencia de alimento
seco (experimento n2 3 y 6). Como se sabe, 2n estos casos solo se desa-
rrolla un comportamiento prandial de ingecti1in de agua si el deficit en
secrecidén salival inducido experimentalmente alcanza limites elevados
(véase Stricker, 1970).

Pues bien, en el experimento ne 10 de esta serie se ha obser-
vado que la lesidn del drea Parvocelular reticular de la unién bulbopon-
tina no produce un déficit en secrecion parotidea lo suficientemente pro-

nunciade como para que, al sumarse con el déficit submandibular y sublin-

gual periferico ya existente en estus animales, dé luzar a la aparicion

de prandialidad. En este caso, experimentales y controles son practica-
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nente ideénticos en su putrén praudial de bebida, pese a que estos mismos
sujetos experimentales manifestaron una significativa hipersecrecién pa-
rotidea. Azi, pues, aungue la lesidn electrolitica ha atectado gl G.Sadc,
dada la demostrada secprecidn parotidea (experimento n? 9), el grado en el
que dicha estructura secretora ha resultado destruidz debe ser escaso, ya
gue el déficit secretor provocado cerebralmente es insuficiente a fin de
inducir prandialidad en las ratas experimentales.

Por el contrario, si las lesiones reticulares efectuadas en es-
te décimo experimento hubieran destruido masivamente neuronas salivales
inferiores, el déficit salival parotideo provocado cerebralmente en los
sujetos lesionados sumado a la extirpacion de las glandulas submandibu-
lares y sublinguales previamente a la cirugia estereotaxica, se encontra-
ria muy préximo a la desalivacién global, por lo que tales animales de-
berian haber desarrollado prandialidad (Stricker, 1970). No obstante, los
datos obtenidos no apoyan esta Gltima posibilidad.

Los resultados presentados en el experimento n2 10 de esta se-
rie experimental contrastan significativamente con 1os datos del expe-
rimento n¢ 6 ya discutidos en el capitulo anterior. En cierto modo, ambos
experimeritos pueden considerarse paralelos si bien los resultados aporta-
dos por cada uno de estos estudios son bien diferentes. Asi, pues, la le-
sién del area Parvocelular parece afectar tanto a neuronas salivales su-

periores como a inferiores aunque de una manera claramente diferente, se-

gin se infiere de los dos experimentos mencionados lineas mas arriba.

Mientras que la lesidn de esta zona provoca una desalivacion submandibu-
lar y sublingual extrema que puede inducir el desarrollo de prandialidad
en asociacién a un déficit parotideo periférico (experimento n?® 6), una
lesion de las mismas caracteristicas parece repercutir escasamente sobre
los somas salivales inferiores siendo incapaz, por tanto, de impulsar el
desarrollo de prandialidad incluso en ausencia de las glandulas submandi-
bulares y sublinguales (experimento n2 10).

En resumen, los distintos datos obtenidos sugieren funcional-
mente cierta influencia del nivel anatémico correspondiente a la Forma-
cién Reticular Parvocelular bulbopontina sobre la secrecion de saliva pa-
rotidea. Considerados globalmente, los resultados expuestos €n este ca-
pitulo indican gque las lesiones dirigidas a la regidn parvocelular han
afectado al n.S.i., pero de modo distinto a como estas mismas lesiones

parecer actuar sobre el n.S.s. Las lesiones parvocelulares parecen afec-
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tar claramente a neuronas salivales inferiores, dada la secrecion paro-
t{dea demostrada en el experimento n2 9; sin embargo, el namero de neuro-
nas destruidas debe ser escaso, ya que en los animales lesionados nc se
desarrolla el comportamiento prandial tipico observado en las ratas glo-
balmente desalivadas (experimento n® 10). Por el contrario, cOmo € de-
wostrd a lo largo del capitulo anterior, las lesiones del area Purvoce-
lular si afectan masivamente al n.S.s. evocando as{ una significativa hi-
persalivacién (experimento ne 5) y un profundo déficit secretor subman-
dibular y sublingual capaz de provocar prandialidad (experimentc n® 6).

Asi, pues, al considerar en conjunto los datos proporcionados

por los capitulos II y III puede definirse funcionalmente el area Par-

vocelular de la Formacion Reticular bulbopontina como un centro secre-
tor de saliva implicado, fundamentalmente, en la regulacién nerviosa de
las glandulas submandibulares-sublinguales. No obstante, esta misma zona
troncoencefalica se encuentra relacionada también, aunque en menor grado,

con el control de las glandulas paroétidas.
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MECANISMOS NERVIOSOS PERIFERICOS IMPLICADOS EN LA SECRECION SA-
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INTRODUCCION

Como se ha demostrado a lo largo de los tres capitulos anterio-
res, la region Pzrvocelular troncoencefalica constituye un centro secre-
tor salival impiicado, fundamentalmente, en la regulaciﬁn nerviosa de las
gléndulas submandibulares y sublinguales.

La influencia que dicho centro secretor ejerce sobre las glan-
dulas indicadas parece estar mediada por vias nerviosas periféricas de
tipo parasimpatico. De hecho diversas pruebas anatdémicas, ya comentadas
durante los capitulos anteriores, sugieren que la informacion generada en
este nucleo del Tronco Cerebral sigue una ruta parasimpética en su tra-
yecto hacia las glandulas submandibulares y sublinguales. Efectivamente,

la aplicacidn de peroxidasa a diferentes niveles de la cuerda del timpano

provoca un marcaje masivo de somas salivatorios submandibulares y sublin-

guales restringidos a la Formacién Reticular Parvocelular bulbopontina
(véase apartado quinto de la Introduccién General), drea activada y le-
sionada a lo largo de los estudios ya presentados en los capitulos ante-
riores.

En algunos de estos estudios anatodmicos, la peroxidasa era ad-
ministrada a nivel del oido medio, una vezZ se habian seccionado a esta
altura las fibras preganglionares parasimpétieas con direccién a las
glandulas submandibulares-sublinguales (Nomura y Mizuno, 1981; Nicnolson
y Severin, 1981; Whitehead y Frark, 1983). De hecho, el trayecto timpa-
nico de la cuerda del timpano constituye uno de loS puntos mas superfi-
ciales por donde transcurren las fibras parasjmpﬁtieu;: preganglionares
con direccidn a las glandulas salivales anteriormente citadas (Brodal,
1981), lo que permite qcceder con faciiidad a este nervio con minimas

’

complicaciones quirurgicas. Por esta misma razon, la seccion de l1a cuerda
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jel timpano a nivel del oido medio es rapida, precisa y poco traumatica
para el animal.

iraves del oido medio no s0lo transcurren las tibras
eferentes de la cuerda del timpano, sino también los axones secretonio-
tores del nervio timpanico (Brodal, 1981). Asi, pues, la seccidn de este
Qltimo nervio en la caja timpanica y la posterior administracidn de pero-
xidasa da lugar a la tincion en la Formacidn Reticular bulbar de los so-
mas salivales inferiores que constitujen el nicleo Salival inferior (No-
mura y Mizuno, 1982).

Si realmente es a través de estas vias salivatorias parasim-
paticas, que discurren a lo largo de la pared posterior e inferior de la
caja timpanica hacia sus glandulas respectivas, por donde transcurre la
informacién neural generada en el 4pea Parvocelular en direccidn glandu-
Tar. ia seccidn de estos nervios debe reproducir los profundos déficits
salivatorios ya demostrados en los capitulos I y II, una vez el déficit
salival inducido por la lesidn cerebral se sumaba al provocado por la de-
salivacién parotidea perirérica.

Asimismc, la seccidn de estos nervios periféricos y la consi-
guiente desconexién cerebro-glandular provocada, debe bloquear la secre-
0idn salival submandibular-sublingual (véase experimento n? 5) y la pa-
rot{dea (véase experimento n® 9) demostrada hasta ahora tras la activa-
cidn de la Formacidn Reticular parvocelular, si es que dichos efectos se-
cretores son modulados por la ruta anatomica antes indicada.

En resumen, por tanto, el objetivo principal del presente ca-

pitulo consiste en comprobar si las vias salivatorias asociadas al sis-

tema suténomo parasimpatico que transcurren a través de la caja del tim-

pano, median 10s distintos efectos secretores temporales y permanentes

demostrados previamente durante los tres capitulos anteriores.




EXPERIMENTO N 11

)

Como se Ssigue del experiment ne 3 y n2 b ya expuestos can
anterioridad, la lesion de la runaiﬁn papvoce lular induce un detricit en
secrecion submandibular y sublingual lo suficientenence elevado como para
provocar, en unidn a la desalivacidn parotidea, la aparicién de un modelo
prandial de ingestién de agua. Por tanto, si realmente los axones de las
neuronas salivales superiores lesionadas en dichos experimentos se incor-
poran a la cuerda del timpano, y las sefiales nerviosas generadas en la
Formacion Reticular parvocelular troncoencefalica utilizan esta ruta ana-
tomica para alcanzar las glandulas salivales mencionadas mas arriba, la
seccidn de este Ultimo nervio a nivel del oido medic debe provocar un dé-
ficit en la secrecion salival submandibular-sublingual similar al obte-
nido tras la lesién cerebral en los experimentos anteriormente indicados.
Es mas, si a dicho déficit salivatorio inducido tras la seccion de la
cuerda del timpanc se le suma el deficit parotideo provocadc como conse=
cuencia de la seccidn a este mismo nivel periférico del nervio timpanico,
cabria esperar que el comportamiento de ingestién de agua observado en
los sujetos experimentales se ajustase a un patrén prandial tipico. Al
inducir un profundo déficit salival tras la seccidén de estos sistemas de
+ibras eferentes salivatorios, los animales experimentales deberian pre-
sentar, igualmente, una conducta alimenticia ineficaz semejante a la ya
descrita en el experimento n® 2

En resumen, €l objetivo del presente experimento consiste en
reproducir los distintos Fendmenos comportamentales observados a lo largo
del capitulo I y Il tras la lesidn electrolitica del drea Parvocelular;
no obstante, en esta ccasion la lesién no se ha efectuado sobre somas Sa-=

livatorios, sinc sobre axones secretomotores periféricos los cuales L2

supone que transmiten la informacion neural generada en la regioén Parvo-

celular troncoencefalica hasta las glandulas salivales.

METODU
iujetos.

En este undécimc experimento se han empleado 16 ratas macho de
la raza Wistar, nacidas y criadas en el Animalario de la Universidad de
Granada. Desde el primer i{a de permanencia en nuestra laboratorio, cada
rata era colocada individualmente en jaulas experimentales de las mismas

caracteristicas a las descritas previamente en el experimento n¢ 1. Du-=




i{as previos al comienzo del experimento todos los sujetos re-
apua y comida ad libitum. las condiciones medicambientales a que
.tuvieron sometidos los animales del presente experimento a lo largo de
jistintas fases experimentales, fuercn similares a las descritas en

el apartado de "Sujetos" del experimento n® 1.

El peso de las ratas en el d{a de la cirugia estuvo comprendido
ertre 240 y 370 gramos. De los 16 sujetos empleados en este estudio, ocno
fueron asignados aleatoriamente al grupo experimental siendo intervenidos
quirurgicamente, la otra mitad pasaron a formar parte del grupo control.
La asignacion de cada animal a uno u otro grupo se realizd con anterio-
ridad al procedimiento quirargico seguido en este experimento, una vez Se
habian obtenido los datos de linea base en cada uno de los sujetos de

este estudio.

.

Cirugia.

Inducida la anestesia con éter et{lico (Quimén, Barcelona), los

animales experimentales eran inyectados intraperitonealmente con Tiopen-
tal (Pentothal Sédico, Abbott Laboratorios, S.A., Madrid) a una dosis de
42 mgrs./kgr. Seguidamente s€ efectuaba la secciéa de la cuerda del tim-
pano y de la rama timpanica del Glosofaringeo. Dichos nervios eran Sec-
cionados a nivel periférico, durante su trayecto a traves de la pared
posterior e inferior de la caja timpanica. Este:proceso S€ efectuaba in-
troduciendo bilateralmente por el canal auditivo externo las barras au-
ditivas normalmente empleadas en los experimentos anteriores para inmo-
vilizar lateralmente la cabeza del animal durante la inlLervencion este-
reotaxica ("Ear Bar" de Trent Wells, mog. 3-0180, U.S.A.). Sin embargo,
en esta ocasidn a fin de que el extremo'medial de este dispositivo de su-
jecién lateral alcanzara el oido medio y seccionara los sistemas saliva-
torios eferentes que discurren por las paredes de la caja timpanica, las
barras auditivas eran colocadas en los animales experimentales libres de
los tres cilindros de seguridad con los que hasta ahora han sido utili-
zadas en todos los experimentos previos (véase "Cirugia" del experimento
o 1.

A 1o largo. de este procedimiento quirirgico los nervios men-
cionados mas arriba no pueden ser observados directamente, por lo que las
barras auditivas debian quedar perfectamente ajustadas al canal auditivo

externo hasta conseguir la penetrwsié; je su extremo distal en €l 0ido
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exporimento se siguid este procedimiento dada la
y eficacia aloanzada para seccionar los haces de
. nerviosos que cursan a esta altura del oido.

[os sujetos controles eran anestesiados con éter etilico para
ser inyectados intraperitonealmente con Tiopental, introduciendo segui-
damente a través del canal auditivo externo las barras auditivas con Sus
correspondientes cilindros de seguridad, tal y como 3€ han empleado en
los tres capitulos anteriores a fin de impadir durante la cirugia este-
reotédxica la penetracion del estremo medial de este dispositivo de suje-
cién lateral en el oido medio, evitando as{ cualquier posible lesidn a
este nivel.

Una vez =ran ajustadas las barras auditivas, tanto los anima-
les experimentales como los controles permanecieron durante un periodo de
tiempo de cinco minutcs en decibito prono. A continuacion, los sujetos
eran liberados de dichas barras colocando cada rata en su correspondiente

jaula experimental.

procedimiento experimental.

El procedimiento quirurgico descrito en el apartado anterior
Fue efectuado en el ultimo dia de linea base, una vez los datos corres-
pondientes a ese dfa ya habian sido registrados. Este periodo preopera-
torio de linea base comenzaba habituando a los aninales a comer alimento
seco (pienso compuesto nSandermus"; Sanders, S.A. Madrid) durante un pe-
riodo diario de & horas, comprendido entre las 10 a.m. y las 12 a.m. Los
sujetos disponian de agua ad libitum a lo largo de todo el dia. Transcu-
rridos 7 dias de hatituacidn, se registraba durante 3 dias consecutivos
(dias 9, 9 v 10) el nimero de respuestas de toma de agua enitidas a lo
largo de las 2 horas diarias de exposicién 4 alimento seco por los 16
animales que participaron en este experimento. Durante los 3 dias
siguientes afas 11, 123 13), 18 comida seca era sustituida por comida
himeda (dos partes de comida seca en polvo "Sandermus" mezclada con tres
partes de suero risioldgico isotdnico) registrandose, igualmente, el nG-
mero de respuestas de bebida emitidas por cada sujeto durante las 2 horas
de comida.

Finalmente, en el séptimo y Gltimo dia de prueba (dia 14), los

animales recibian nuevamente alimento seco durante ur periodo de tiempO

2 . 2 4 2 g - . 1 R
idéntico al de dias anterlores registrandose en cada dnlmal, Luna vez mas,




frecuencia de bebida qapciada al consumo de aliment
Asimismc, durante este mismo periodo de linez base y a lo largo
de las dos horas de comida, S€ midieron en los ultimos s dias de

prueba (dias 8 al 14) los siguientes parametros:

cantidad de agua bebida.

cantidad de alimento (seco o humedo) consumido.

longitud de la respuesta de bebida, calculada segun el proce-
diriento descrito en el experimento n? 3.

canticdad de residuos alimenticios depositados sobre el suelo
de la caja experimental, calculados segin el procedimiento
seguido en el experimento ne 2. Esta variable sdlo se midio
durante las dos horas de ingestion de comida seca correspon-=

dientes a los afas 6, 9, 10 y 14,

Por otro lado, en todos los animales de este experimento se re-
gistré la cantidad de agua bebida a lo largo de las 22 horas de priva-
cidn alimenticia durante los dias: B al 13 de esia 1inea base, ambos
inclusive.

Finalizado el perioac de 1inea base, los animales pasaron 3 la
fase quirurgica ya explicada anteriormente. Concluida la cirugia, los su-

jetos de ambos grupos dispusieron de agua y comida ad libitum en sus res=

pectivas cajas experimentales durante un periodo de recuperacién de 10

dias. A continuacidn, las 16 pratas del presente experimente fueron so-
metidas en todas sus caracteristicas al mismo procedimiento experimental

seguido durante la linea base, descrito lineas mas arriba.

Aralisis de los datos.

Con el propdsito de evaluar el efecto de la lesion realizada en
los sistemas secretomotores gue transcurren 4 través del oido medic Sso-
bre la frecuencia media de bebida, s€ 1levé a czbo un analisis de varian-
za mixto 2x3 (Keppel, 1973) para aquellos datos registrados durante los 3
dias de prueba postoperatorios correspondientes a la presentnvién de ali-
mento seco. bn este anslisis el factor entre grupos S€ runipulé a 2 ni-
veles: secoidn versus ho seceion. El factor intrasujetos Se manipuld a 3
niveles, correspondiendo a cada uno de los dias en los gue se realizé el

je este parametro {d{as postoperatorios: 32, 33 ¥ ). igual-

dias postoperatorios en lOs que los animales reci=
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jeron alimento humedo, l1as diferencias en prandialidad entre los grupos
xperimental y control fueron analizadas segin un ANOVA mixto 2x3 de ca-
racteristicas analogas al indincado anteriormente. Por gltimo, las dife-
rencias en la trecuencia media de hebida observadas entre ambos grupos de
sujetos en el septimo dia de prueba postoperatorio, una vez erd presenta-
da nuevamente comida seca (dia 38), fueron examinadas estadisticamente
mediante una prueba t de Student para muestras independientes (McGuigan,
1968).

Del mismo modo, con la intencion de analizar el efecto de la
seccidn de los nervios del oido medio sobre las restantes variables re-
gistradas durante las 2 horas de presentacién de alimento correspondien-
tes a la fase de prueba postoperatoria (dias 32 al 37, ambos inclusive),
se efectuaron dos ANOVAS mixtos 2x3 para cada uno de estos parametros,
uno aplicado a los 2 dias de exposicién a comida seca y otro correspon-
diente a los 3 dias de presentacion de comida himeda. Estos ultimos ana-
lisis de varianza presentaban idénticas caracteristicas a los indicados
mas arriba.

Por otra parte, y dado que el procedimiento experimental se-
guido durante la 1{nea base fue exactamente igual al desarrollado a lo
largu del periodo postoperatorio, cualquier posible diferencia en alguno
de los indices registrados en este experimento duraaite la linea base

entre los animales que fueron asignados aleatoriamente al grupo experi-

mental v aquellos obros asignados al grupo control, fue «valuada estadis-

ticamente mediante el mismo tipo de ANOVA aplicado en la fase postope-
ratoria anteriormente expuesto.

Con la finalidad de examinar si la cantidad de agua bebida por
los sujetos experimentales durante las 22 horas de privacién de comida
correspondientes a la fase de prueba del periodo postoperatorio, diferia
significativamente de la registrada en controles durante este mismo pe-
riodo temporal, se efectuaron dos ANOVAS mixtos 2x3 (uno para los 3 dias
de comida seca y otro correspondiente a los 3 dias de comida himeda) de
caracteristicas analogas a los mencionados anteriormente en este mismo
apartado. Durante 1a 1inea base, cualquier posible diferencia entre uno y
otro grupo respecto a este pardmetro fue evaluada estadisticamente me-
diante dos ANOVAS mixtos de las mismas caracteristicas que los indicados
mAs arriba.

Asimismo, con la intencion de completar la informacion propor-
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cionada por los distintos ANOVAS mixtos sefialados hasta ahora en el pre-

sente apartado, se efectuaron pruebas ¢t de Student para muestras inde=
t L t

pendientes (McGuigan, 1968). Asi, para cada uno de 10s distintos dias de

prueba de los que consta el periodo de l{inea base y el periodo postope-
patorio de este undécimo experimento, se realizaron un numero de pruebas
t igual al nimero de parametros medidos, a fin de comprobar estadisti-
camente si las posibles diferencias existentes entre el grupo experimen-

tal y control eran o no significativas.

RESULTADOS

Tal y como indican los resultados de este sxperimento, la le-
sién efectuada en el oido medio mediante el procedimiento quirurgico des-
crito provoca un profundo défirit salival, hecho que sugiere que dicha
intervencion periférica ha debido afectar a las fibras secretomotoras sa-
livatorias que discurren por la pared posterior e inferior de la caja
timpanica.

En relacién a la frecuencia media de bebida, durante la linea
base no se detectaron diferencias significativas entre controlas y expe-
rimentales, bien a lo largo de los 3 dias de exposicion a comida seca (F
1,14 = 1.822, N.S. Figura 42, tabla XXIV), o bien durante los 3 dias si-
guientes en donde los animales consumieron alimento humedo (F 1,14 =
0.781, N.S. Figura 42, tabla ¥¥XIV). Sin embargo, una vez los sujetos ex-
perimentales se habian recuperado de la intervencidn quirtrgica efectua-
da el dia 14, comenzaron a emitir progresivamente un numero de respuestas
de bebida significativamente superior al observado en controles. Asi, el
an4lisis de varianza global realizado para los tres dias de prueba del
periodo postoperatorio en los que seé prescn 5 alimento seco (dias 32, 33
y 34), arrojé un valor de F significativo (F 1,14 = 80.706, p<0.001. Fi-
gura U2, tabla XXV). Este comportamiento preadial caracteristico obser-
vado en los sujetos experimentales desaparecia cuando el alimento Seco
era sustituido por comida numeda. Bajo estas condiciones (dias 35, 36 ¥
37) no se detectaron diferencias significativas entre ambos grupos de ra-
tas (F 1,1 = 1,703, N.S5. Figura U2, tabla XXV).

Para el parametro comentado, los valores de t obtenidos en cada

4

uno de los distintos dias pre ) rostoperatorios en los que Se midioc di-
t b

cha variable, fueron los siguientes:




Linea Base. t diz comda seca .9U6,

e

2.1 3,

con 1.018,
.206,

.066,

.026,

Pericdo
Postoperat. t 8.371, p<0.001
t 33 9.914, p<0.001
T 7.910, p<0.001
t 35 e 1.0b6. 8.5,
t 36 1.522, N.S.
t 37 0.385, N.S.
t 38 con ccmida seca 8.282, p<0.001

(véase figura 42 y tabla XXIV).

En el presente experimento, la lesién de las vias eferentes del
o do medio efectuada en los sujetos experimentales inducia también poli-
dipsia. Dicho comportamiento parece causado por la elevada frecuencia de
bebida caracteristica de estos animales. Asi, durante el periodo posto-
peratorio y en presencia de alimento seco (dias 32, 23 y 34), las ratas
experimentales consumian un volumen de agua significativamente superior
al registrado en controles (F 1,14 = 20.979, p<0.001; figura 43 y tabla
XXVII). Por su parte, la presentacién de alimento himedo (dias 35, 36y
37) eliminaba la polidipsia previa, no observandose bajo estas
condiciones diferencias significativas entre experimentales y controles
(F 1,14 = 0.016, N.S. Figura U3 y tabla XXVII). Durante la linea base am-
bos grupos de animales bebian una cantidad de agua seme jante, indepen-
dientemente de que se les presentara alimento seco (F 1,148 = 0,025, N.5.
Figura 43, tabla XXvl) o comida wmeda (F 1,18 = 0.767, 4.5. Bigafs 43,
tabla XXVI).

Los distintos valores de t obtenidos en cada uno de los dias
pre ¥ postoperatorios en los que se registro la cantidad de agua bebida
por los animales a lo largo de las dos horas diarias de comida, fueron
los siguientes:

4 - , ¢ . \ el
[{nea Base. t dia B8 con comida 5eca = 0.168, N.S.




comida Sseca Gt
" " 0.7 <\;’ N.
comida hiameda = 0.420,

GEEE R

1.765,

14 comida seca = 0.754,

Periodo

Postoperat. t dia32 comida sec 4,768, p<0.001
g ® 33 4,538, p<0.001
£ " 34 3.749, p<0.01
t 35 comida humeda = 0.467, N.S.

g r " " 0.066, N.S.

g W37 " " 0.116, N.S.

5 38 con comida seca = 3.705, p<0.01

(

véase figura 43 y tabla XXVI).

Igualmente, a lo largo del periodo postcperatorio y durante las
22 horas de privacidn de alimento, la cantidad de agma bebida por los su-
jetos experimentales era significativamente direrente al volumen de agua
bebida en este mismo periodo de tiempo por ios animales controles. Efec-
tivamente, durante aquellos dias en los que las ratas consumieron alimen-
to seco, la cantidad de agua bebida por los sujetos experimentaies duran-
te las 22 horas siguientes a las 2 horas de prueba, fue significativa-
mente inferior a la registrada en ratas controles (F 1,14 = 9.492, p<
0.01, Figura 44, tabla XXIX). Sin embargo, el volumen de agua bebido por
experimentales y controles durante las 22 horas sigulentes al consumo de
alimento himedo era practicamente equivalente, ro detectandose bajo estas
circunstancias diferencias significativas (F 1,14 = 0.030, N.S. Figura
44, tabla XXIX).

Al igual que en los parametros anteriores ya comentados, d.-
rante la linea base no se observaron diferencias en la cantidad de agua
consumida por ambos grupos durante las 22 horas de privacién de alimento
seco (F 1,14 = 0.B47, N.S. Figura 44, tabla XXVIII), asi como tampoco a
lo largo de las 22 horas siguientes al consumo de comida humeda pertene-
cientes a los dias 11, 12 y 13 del presente experimento (F 1,14 = 1410,
N.S. Figura 44, tabla XXVIII).

Los distintos valores de t calculados para cada uno de los dias

’

pre y postoperatorios en los gue se midio la cantidad de asua bebida por
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los sujetos experimentales ¥ controles durante las 22 horas diarias de

wrivacidn de alimento, fueron los siguientes:
) 3

Linea Base. t 22 horas privacién del dia 8 (c. seca) = 0.TH4,
9 {e. seca) Q. 722,
10 (c. seca) = 0.924,
11 (himeda) = 1.427,
12 - 0i963,
13 1.069,
Periodo
Postoperat. t 22 horas privacion del dia 32 3.733,
a4 2.785;
34 2.382,
35 (humeda) = 0.150,
t 36 " 5 L
t 30 4 0.4u8,
(véase figura 44 y tabla XXVIII).

Segin se desprende de los resultados expuestos anteriormente,
durante los tres dias de prueba postoperatorios en los que se presentaba
comida seca (dias 32, 33 y 34), los animales experimentales parecen com-=

pensar la elevada polidipsia asociada directamente al consumo de alimento

ceco reduciendo significativamehte el volumen de aguz bebido a lo largo

de las 22 horas siguientes de privacién alimenticia. No obstante, a pesar
de la reduccidon nocturna experimentada por 1los sujetos seccionados
durante los dias indicados, la ingestion de agua diaria (caiculada suman-
do la magnitud de agua bebida a lo largo de las 2 horas de comida seca Yy
la cantidad de agua tomada durante las 22 horas siguientes de privacidn
alimenticia) observada en este grupo a lo largo de los tres dias posto-
peratorios de presentacién de alimentc seco, fue significativamente su-
perior al volumen de agua bebido diariamente por los animales controles
(F 1,14 = L.634, p<0.05, figura 45 y tabla XXX). Sin embargo, al compa-
rar dia a dfa las cantidades de agua bebidas por uno y otro grupo no se
obtuvieron diferencias significativas.

Los valores de t calculados para cada uno de estos dias, fue-
rorn los siguientes:
+ total de agua bebida diariamente durante el dia 32 2105, N5

t total de agua f 33 = 1.693, N5




t total de agua bebida diariamente durante el dia

(yéase figura 45 y tabla XXX ).

Como cabe esperar a partir de los datos expuestos hasta ahora,
la cantidad media ae agua bebida por respuesta el lcs animales experimen-
tales era signifi-ativamente inferior a la observada en 10S sujetos con-
troles, cuando a ambos grupos S€ le ofrecia al.mento secc durante el pe-
riodo postoperatorio (F 1,14 = 19.515, p<0.001. Figura 46, tablas XXXI y
XXXII). En este mismo periodo experimental pero en presencia de alimento

humedo, los valores de este parametro calculado en unc y otro grupo eran

similares, no detectdndose diferencias significativas entre controles y
experimentales (F 1,34 = 0.627, N.S. Figura 46, tablas XXXI y XXXII). Por

otra parte, durante el periodo preoperatorio o de linea base ambos grupos

tomaban la misma cantidad de agua por respuesta en presencia de alimento
seco (F 1,14 = 0.232, N.S. Figura 46 y tabla XXXI). Tampoco bajo condi-
ciones de comida humeda se observaron preoperatoriamente diferencias es-
tad{sticas entre experimentales jy controles en la variable comentada (F
1,14 = 0.114, N.S. Figura 46 y tabla XXXI).

Los distintos valores de t obtenidos para este parametro a lo
largo de los 14 dias de prueba pre ¥y postoperatorios de que constaba el

presente experimento, fueron los siguientes:

{inea Base. t dia B con comca seca = 0.500,
S " " 0.378,
e n i 0.472,
t 11 . com. humeda = 0.593,
t 12 0.575,
t 13 0.736,
r 4 comida seca = 1.116,
Periodo

Postoperat. 32 comida seca = 5.533,
33 e y be3T 1,
9 " 2930
35 som. humeda = 0.928,
36 0.560,
37 Q. 765,

5 38 con comida seca = 6.7

(véase figura 46 y tabla ARKL)
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Ademas de las uistintas manifestaciones comportamentales sefa-
ladas, durante el presente axperimento pudo comprobarse también que los
animales seccionados manifestaban a 1o largo del periodo experimental
postoperatorio una conducta consumatoria ineficaz, semejante a la ja des-
ecrita en ratas con lesiones en \a regidn Parvocelular troncoencefalica
(véase experimento n2 2). fn efecto, durante la fase postoperatoria y en
presencia de alimento Seco (dias 32, 3 y 34), los animales con lesiones
en el oido medio presentaban a]l final de cada sesién de prueba de 2 horas,
una cantidac de resicdJdos alimenticios significativamente superior a la
medida en ratas controles (F 1.0 = 5095 p <0.025, figura 47 y tablas
XXXIII y XXXIV). Antes de la cirucia, en cambio, los dos grupoes no dife-

rian significativamente bajo las mismas condiciones alimenticias (F 1,14

- 2.649, N.S. Figura 47 y tablas XXXITI y XXXIV).

lLos valores de t obtenidos en cada uno de los dias de prueba
pre y postoperatorios en los que se registro la cantidad de residuos ali-
menticios depositados en el suelo de la caja experimental por los anima-

les de cada grupo, fueron los siguientes:

Linea Base. t dia 8 con comida seca = 1.000, N.S.
"9 i 2.075, N.S.
"0 1551, NS,
n o 1.490, N.S.
Postoperat. t dia 32con comida 2.490, p<0.05
¢ » 33 2.229, p<0.05

£ 7 34 1.794, N.3.
£ " 38 - 2.770, p<0.025

(véase figura 47 y tabla XXXIII).

Por ultimo, durante los dias de prueba correspondientes al pe-
riodo postoperatorio, fase experimental en la que el comportamiento de
los dos grupos de . ., ctOS empleados en este estudio diferia en relacidn a
los parametros anteriormente expuestos, no se detectaron diferencias sig-
qificativas entre experimentales ¥y controles en la magnitud de alimento
seco consumido (F 1,74 = 0.103, N.S.). lgualmente, la cantidad de comida
humeada ingerida por las ratas de uno y otro grupo a lo largo de esta fase

experimental postoperatoria, fue practicamente idéntica (F 1,14 = 3.405,

Mg




FIGURA 42
Frecuencia media de bebida observada en el grupo experimental (——) ¥
control { durante los dias de prueba correspondientes a la fase

de linea base Y al periodo experimental postoperatorio. Abreviaturas:

c.S. comida seca, C.H. comida humeda. Nivel de significacidn como en fi-

gura 11.
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TABLA XXLV

EXPERIMENTO N2 11: FRECUE NCIA MEDIA DE BEBIDA REGISTRADA DURANTT LA FASE

DE LINEA BASE Y A LO LARGO DEL PERIODO EXPERIMENTAL POSTOPERATCRIU.

LINEA BASE

10

.62

11.62 .87 12, : 2. 81 15,82
6.59 4,31 5. : 1.53 6.24

0.946 0.710 2. . 1.066 2.026
N.S. Ri5e o =0, a5 S N.S. N.S.

PERIODO POSTOPERATORIO

Dias: 32 33 34 35" 36"

.87 3:12
.02 1.96

10.87 g.50 1250 2.1 .50 2.75
5.68 3.84 5.76 1.89 +50 1.63

t18.371 9.914 7.910 1.666 822 0.3 B,
p [<0.001 <0.001 <0.001 N.S. N.S. N.S. <0.001

+ : ; i 1 2
Durante estos d{as los animales recibieron alimentec humedo.




