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An. Anat., 21, 209-217 (1972)

EL ESQUELETO CONECTIVO DE LA VESiCULA BILIAR®

Por

A. ALvArREzZ-MorUJO, G. PaLomeEro DomiNcUEz y F. CuADRADO Ipoyvaca

LA existencia del conectivo de la vesicula biliar fue sefialada por
LuscHEA (1863), y sobre la base dada por este autor se hicieron
las descripciones posteriores de este tejido. Mas tarde, ASCHOFF (1905)
y ASCHOFF y BacMEISTER (1909) han sefialado con mas precision la
existencia de haces conectivos en la llamada capa fibromuscular de
la vesicula. AcaTa (1909, 1910) ha dado mayor extension al contenido
de conectivo en la vesicula, al considerar que ademas de los haces
de este tejido que existen en la capa fibromuscular también los hay
en la capa submucosa y formando setos entre los vasos.

SupLeEr (1900) también habia precisado la presencia de haces co-
nectivos separando los distintos haces musculares y POLICARD (1909)
ha reafirmado los datos de los autores antes citados. También han
cido similares las aportaciones resefiadas por SHIKINAMI (1905) y por
JuriscH (1909) tratando sobre tema del conectivo en la vesicula biliar.

JEANNIN (1927 a, b) ha manifestado que en la vesicula biliar existe
gran cantidad de tejido elastico entre los haces musculares, y que
mezclado con este tejido hay gran cantidad de elementos conectivos.
Homoélogos conceptos ha empleado LUNTKENS (1926) al decir que exis-
ten entre los tabiques de separacion de las fibras musculares haces
de tejido elastico mezclados con haces de tejido conectivo.

HaLPERT (1927) cita la presencia del conectivo alrededor de los
vasos, como elemento asociado a ellos, que a la par de servir de se-
paraciéon entre tales vasos, actian como elementos de sujecion de
ellos .También este autor ha considerado que debajo de la capa
muscular hay un tejido conectivo muy denso que rodea por completo
la vesicula. PFuHL (1932) y mas tarde Maxivow (1947) se han hecho
eco de estos conceptos de HarLpert, afiadiendo ambos autores que el
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210 ANALES DE ANATOMIA

tejido conectivo de la vesicula puede continuarse con el conectivo
hepatico.

Estas disposiciones descritas del tejido conectivo en la vesicula por
los distintos autores ha sido obtenida en cortes histolégicos, en los
cuales dicho tejido es senalado de un modo secundario y con no
mucha riqueza de detalles. En este caso, como en otros que hemos
estudiado tal tejido en diversos o6rganos (ALVAREZ Morujo, 1970 a,b
y 1971 a, b) por medio de la corrosién, su abundancia es mucho ma-
yor que la que se describe, y asimismo se encuentran variedades ¥
disposiciones especiales de unos lugares a otros, como vamos tambieén
ahora a describir en la vesicula humana.

Material y métodos

Diversas vesiculas humanas, obtenidas ya de piezas de autopsias o de
intervenciones quirturgicas, se han sometido a la corrosién especifica para
el conectivo mediante la solucién de carbonato de sosa y padutina en una
proporcién del 0’3 % durante un espacio de tres meses.

Una vez efectuada la corrosion, se han cortado las piezas con un espe-
sor variable que oscila entre 20 y 200 micras. La lectura de las piezas se
ha realizado por medio de epicondensador sobre fondo oscuro.

Hallazgos

En la vision panoramica (fig. 1) de un corte del conectivo de la
vesicula, se aprecia que existen diversas incidencias. Podemos en-
contrar capas de este tejido, en las cuales aparecen o no zonas acri-
billadas por orificios, que pueden ser vasculares o puntos muertos de
este tejido; o bien conectivo dispuesto en laminas que bordean ¥y
limitan grandes cavidades; o haces gruesos y haces finos, los cuales
pueden seguir un trayecto regular o también ofrecer entre sus mallas
gran cantidad de orificios; o bien laminas y haces que llevan un
trayecto uniforme mientras que otras veces tienen un aspecto ondu-
lado. Todas estas variaciones se pueden observar en casi todos los
territorios que se miren, predominando seguin los distintos campos,
dispositivos de una y otra clase de los ya enumerados.

Cuando existen estos orificios, ya sean vasculares o no (fig. 2), con-
vierten al conectivo en una especie de reticulo, que aparece como
tal en las zonas donde hay poca cantidad de haces o estos haces
estan disociados, pero en aquellos puntos donde el tejido estda mas
condensado para formar una lamina, ésta ofrece el aspecto de un
panal. Hay orificios que estan rodeados por varias vueltas de haces
de tejido conectivo, de los cuales s6lo un haz se apoya en el molde
de tal orificio.

FiG.
Fic.
Fi1G.
Fi6.

00 by
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. — Panoramica del conectivo de la vesicula biliar. '

— Agujeros vasculares y no vasculares entre fasciculos y laminas.
— Zona cribosa del conectivo biliar.

— Segmentos de conectivo en forma helicoidal con un vaso central.
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En esta preparacion (fig. 2) puede observarse que hay fasciculos
variables, 1o mismo en su forma y tamafio que en su direccion, pues
a la par que hay cortes longitudinales los hay transversales.

Las zonas cribosas (fig. 3) se dan indiferentemente alli donde el
conectivo estd disociado o en el espesor de las partes condensadas.
Tal disposiciéon es muy singular de la vesicula biliar y lo mismo en
aquellos puntos donde este tejido esta desflecado como cuando se
presenta muy apifiado tales orificios pueden conjugarse, dando lugar
a cavidades mayores.

Los orificios vasculares se distinguen en estas zonas cribosas de
los que no lo son, porque tienen un molde de conectivo propio, que
si en algunas ocasiones contacta con el conectivo general, en otras
queda limitado a uno o dos los puntos por donde se unen.

Ademas de estos pequefios orificios, también existen grandes oque-
dades no ocupadas por conectivo, los cuales no corresponden al paso
de ningun elemento extrafo, sino que son consecuencia de la especial
arquitectura de la vesicula que da lugar a estas cavidades vacias ¥
profundas.

En los cortes finos del conectivo de esta glandula (fig. 4) se puede
ver que dicho tejido se presenta como un tamizado, formado por pe-
quefios copos o corpusculos, que si bien en alguna zona estd hilva-
nado con sus vecinos, en otros ,dentro de una ruta uniforme, esta
colocado como si fuera una linea de puntos, lo mismo los haces lon-
gitudinales que los trasversales. Tales lineas punteadas ,aparente-
mente estan dispuestas a modo de circunferencias concéntricas sobre
el orificio central, que generalmente es vascular, pero fijandose bien
se aprecia que tales puntos tienen una direccién helicoidal, los cuales
estan disociados en la periferia y muy concentrados en las cercanias
del orificio sobre el que confluyen.

También se observa que en su conjunto tales lineas estan distri-
buidas en forma de noédulos o segmentos, separadas del vecino por
un seto de conectivo colocado en linea recta o bien por espacios va-
cios de este tejido.

Existen otras ocasiones donde el orificio que hace de centro a esta
disposicion concéntrica del conectivo no es un hueco vascular, sino
una cavidad vacia, pero la formacién circunferencial es semejante
al que se ve cuando el orificio es un vaso (fig. 5).

Como contraste se ven en esta microfotografia diversos vasos
trombosados (la pieza procede de una colecistitis créonica) donde solo
existen a su alrededor residuos de capas concéntricas de conectivo.

En cortes gruesos (fig. 6) se observa que, como en los casos ante-
riores, el conectivo estd dispuesto alrededor del orificio central en
forma de laminas o cordones en el mismo sentido helicoidal, y asi-
mismo que existen gruesas bandas que hacen de limite entre estas
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Fic. 5. — Formacion espiral del conectivo biliar con un hueco central no
vascular.

Fic. 6. — Formacién laminar espiral en cortes més gruesos.

F16. 7. — Vaso rodeado de conectivo en forma radiante.

F16. 8. — Vaso rodeado de conectivo con haces paralelos a él.
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formaciones espiroideas. En la preparacion de la figura 6 puede verse
que si bien s6lo hay dos formaciones de este tipo, también hay ciertas
laminas de conectivo colocados en su cercania que tienen sus haces
una disposicién ondulante, como si tal tejido se hubiera desenvuelto
de una gran formacion en espiral. Junto.a éstos hay laminas planas
que forman modelos distintos de estds disposiciones helicoidales.

Pueden existir otros orificios vasculares con conectivo envolvente
no dispuesto de la manera que hemos resefiado en los casos anterio-
res, sino que el vaso recibe por toda la circunferencia gran cantidad
de haces en forma irradiada que proceden de la lamina donde esta
empotrado (fig. 7). Estos orificios pueden ser mas o menos grandes,,
pero siempre se ve en ellos el mismo formato.

Las secciones longitudinales de una arteria permiten ver la en-
voltura conectiva que le envaina (fig. 8), que esta constituida por
haces que siguen una direccién paralela al vaso y le forman un lecho
o nido que lo protege.

Comentario

En la literatura existe un criterio comun de que el conectivo de
la vesicula forma setos que separan y envuelven a los diferentes
haces musculares y lo mismo sucede con los vasos. Tal coneciivo a
veces esta mezclado con tejido elastico. También se ha sefialado que
estos haces tienen a veces cierta individualidad y forman, al estar
condensados, una. especie de capa en la submucosa y en la subserosa,
que en la zona de contacto con el higado esta ultima puede progresar
hasta él asociandose con el conectivo hepatico.

Sin embargo, el campo de extensién del conectivo es mucho mas
amplio y con morfologia diversa segun los distintos territorios. De
esta especial morfologia, quiza lo mas singular que hemos encontrado
por nuestra parte en el esqueleto conectivo de la vesicula biliar han
sido, fundamentalmente, las zonas cribosas, los fasciculos helicoidales
formando segmentos independientes y esos vacios limitados por co-
nectivo que dan lugar a cavidades. Se nos escapa el significado de
la zona cribosa, es decir, de esa zona en la que numerosisimos orifi-
cios perforan las laminas o el reticulo del conectivo. Estos orificios
podrian ser identificados con los llamados senos de Rokitansky-
Aschoff, que atraviesan el corion y la capa muscular, y que en mu-
chos casos son la expresion de alteraciones patologicas. Sin embargo,
los senos de Rokitansky-Aschoff no han sido sefialados con tanta
abundancia numeérica como los orificios de la cribosa. Dichos orificios
podrian ser la expresiéon de los conductos de Luschka, o sea, de los
conductos filiares aberrantes que nunca desembocan en la luz de la
vesicula. Pero también en este caso hay que tomar con precaucion
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tal idea, por cuanto que los agujeros tienen tendencia a unirse,
dando lugar a cavidades mayores, hecho que no sucede en los de
Luschka y que también su numero no estda tan repetido ni repartido
de una manera uniforme por toda la vesicula.

Las laminas espiroideas o en cortes mas finos las lineas helicoi-
dales, tienen la ventaja que nos dan asi colocadas una idea estructu-
ral de esta parte del conectivo, la cual consiste en que los haces se
forman de la suma de pequefios fasciculos aparentemente indepen-
diente. Mas también resulta contradictorio que si en algiin punto de
la vesicula aparecen tales formaciones de una manera constante, en
otros lugares, sin embargo, no hay formaciones del conectivo que se
le asemejen. Por otra parte, en estos dispositivos hay dos importan-
tes contradicciones. Una, que el orificio central puede ser de un vaso,
y por otra parte, que no es genérica su presencia, sino por zonas.
Esto hace suponer que tal conectivo asi dispuesto puede servir de
aparato de contracciéon de la vesicula y, a su vez, de los vasos a
quien rodea

También en lo referente a las relaciones entre el vaso y conec-
tivo existen notables diferencias. Por un lado ya hemos citado el vaso
colocado en posicién central en los segmentos donde el conectivo
se coloca en sentido espiral, de cuyo contacto con el vaso queda re-
ducido a uno o dos fasciculos. En otros casos hemos visto otro vaso
donde el conectivo forma al vaso una corona radiante y por ultimo
donde el conectivo lleva un sentido paralelo a los vasos, formandole
una vaina envolvente.

Por ultimo, quedan los espacios muertos y las grandes cavidades,
los cuales tienen por explicacion facil que ellos son la consecuencia
de la estructura cavitaria que la glandula tiene.

Resumen

El esqueleto conectivo de la vesicula biliar es variable segin sus dife-
rentes zonas. Dominan como formaciones especiales en este conectivo:

1. Las zonas cribosas.

2. Las laminas espirales.

3. Las cavidades rodeadas de conectivo. La zona cribosa tiene orificios
vasculares y no vasculares.

Las laminas espirales se colocan alrededor de un vaso. Las relaciones
entre los vasos y el conectivo es variable. En unos casos forman el centro
de las laminas espirales; en otros forma una corona alrededor del vaso.
También el conectivo puede formar una vaina a los vasos con haces pa-
ralelos a él.

Summary

The connective tissue of the gall bladder is variable according to the
differents places.
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The more special connective formations in the gall blandder can to be:

The cribiform zone.

The spiral plates.

The largers cavities surrounded by connective tissue.

The cribiform zones, vessels and no vessel orificies, they have.

The spiral plates, has been localed around of a vessel.

The relations between the vessels and the connective tissue formations
are different according the places.

In some point, the vessel form the center of the spiral plates,

In other the connective tissue, form as a radiant crown, around of
the vessel.

Also the connective tissue can formed a sheath to the vessels with
parallels fibers to him.

Zusammenfassung

Das Windegewebe der Galle erscheint als sieb und spirale Lamellen.
Die letzteren sammeln sich um die Gefésse.

Resume

Le squelette conjonetif de la vésicule biliaire se trouve en forme de
lames criblées et de lames en spirals. Ces dermiéres se situent autour des
vaisseaux.
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ACCION DE LA CORTISONA EN LOS PROCESOS DEGENE-
RATIVOS Y REGENERATIVOS DEL NERVIO PERIFERICO*

II. CoMPRESION

Por

J. Boya

LA respuesta del tejido nervioso a la accién de los corticoides no
esta hoy dia nada aclarada. Nosotros estudiamos la accién de
la cortisona (acetato de cortisona) en la regeneracion del nervio
ciatico de la rata después de su seccion completa con el fin de ver
las posibilidades de inhibir el tejido cicatricial que se forma entre
los dos segmentos del tronco nervioso seccionado, basandonos en 1os
estudios de AsBOE-HANSEN (1950, 1959), Likas (1963) sobre la accion
inhibidora de la cortisona en la produccién de mucopolisacaridos, y
GERARBE (1953), HOLDEN (1957) y DauGHADAY (1962) que describen la
inhibicién de los fibroblastos en presencia de dicha hormona. Con-
seguimos una reduccion parcial del tejido cicatricial y una mas ra-
pida reinervacion del segmento distal. Junto a este resultado vimos
un aumento en la cantidad de ntcleos y mitosis en los animales
tratados, que consideramos pertenecientes a las células de Schwann.

En el presente trabajo pretendemos evitar la participacién del
tejido conectivo ambiente en la formacion de la cicatriz, por lo que
realizamos compresiéon en vez de seccién.

Material y métodos

Hemos utilizado ratas albinas de un peso comprendido entre los 40
v 50 gramos. Todos los animales se les oper6 bajo anestesia etérea y prac-
ticamos la lesién aproximadamente en el tercio medio del muslo. Consistié

* Ciétedra de Histologia de la Facultad de Medicina de Salamanca. Director: Prof. L. Za-
morano.
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la lesién del nervio en una compresién realizada con una pinza de hemos-
tasia, empleando la misma para todos los animales con el fin de que la
lesién fuese igual en todos. Conseguimos de esta manera la destruccion
completa de todas las estructuras del nervio, a excepcién del epineuro.

Dividimos los animales en dos grupos: un primer lote le dejamos que
evolucionara normalmente (controles) y al segundo le administramos 1 mg
diario (20-25 mg/Kg/dia) de una suspension de acetato de cortisona.

Los animales fueron sacrificados a los 3, 5, 7, 10, 15, 25, 40, 60 y 90 dias
después de la operacién mediante inhalaciones de éter sulftirico. Tomamos
aproximadamente 2 em de nervio (1 c¢cm por encima y por debajo de la
lesi6n) y para evitar su retraccién durante el periodo de fijacién se le
extendi6 y sujeté a una tablilla por medio de dos ataduras con hilo de seda.

Aplicamos las técnicas de la hematoxilina-eosina, «azan» de Heidenhain,
para el estudio de las células de Schwan y vainas conjuntivas; jcido
6smiso para las envolturas mielinicas y los procederes del nitrato de plata
reducido de Cajal para el estudio de los cilindroejes.

Los nervios fueron incluidos en parafina y cortados en serie a 5 micras,
excepto los impregnados con las sales de plata, que se cortaron a 25-30
micras.

El recuento de las mitosis se hizo siempre en los cinco cortes centrales
de la serie y obtuvimos después la media aritmética de los valores hallados.
Contamos las mitosis en toda la superficie del corte.

Los valores nucleares se tomaron siempre de la zona central de la le-
sién y utilizamos-un- ocular con recuadro para la delimitacién del campo.

Resultados
3 dias

Macroscopicamente podemos localizar la zona de lesion por pre-
sentar un aspecto grisiceo, lo mismo que el segmento distal, y un
calibre ligeramente aumentado. En los cortes histologicos se observa
una zona de intensa destruccion local producida por la compresion.
El epineuro permanece conservado, lo que evita la penetraci(’)n del
conjuntivo ambiente. g o Lol

Practicamente todo el espesor del tronco nervioso a nivel de la
compresién esta constituido por dos tipos celulares: unas células
presentan un ntcleo alargado de cromatina laxa y nucleolo muy pa-
tente en algunos casos. Los limites celulares son dificiles de apreciar.
Se disponen en pequefios paquetes o fasciculos, delgados en estos
primeros estadios, y siempre paralelos al eje longitudinal del nervio.
Las consideramos como células de Schwann que van a formar ban-
das de Biingner. Entre estos paquetes de células de Schwann se Si-
tuan los corpusculos mas abundantes y caracteristicos de estos pri-
meros dias. Las técnicas de anilinas los muestra con un nucleo pe-
quefio esférico o de forma irregular, muchas veces con escotaduras,
rodeados por un citoplasma globuloso, palido y de aspecto vacuolado,
en cuyo interior podemos ver algunas particulas englobadas. Pero s€
sin duda cuando las estudiamos con las técnicas del acido 6smico
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cuando nos hacemos una idea mas clara de estas células. Aparecen
con un citoplasma grisaceo, de aspecto completamente distinto al
que presenta la mielina degenerada del cabo distal como después
veremos. En su citoplasma aparecen restos fagocitados, de los cuales
los mas abundantes son los mielinicos, pero también podemos ver
otras particulas, como restos nucleares, hematies o restos axonicos
revelados con las sales de plata. Consideramos a estas células como
macrofagos cuya mision es la de eliminar las estructuras destruidas
por la compresion. En estos primeros momentos después de la com-
presion son muy abundantes, de tal forma que constituyen verda-
deros paquetes ocupando los huecos entre las escasas bandas de cé-
lulas de Schwann.

Aparecen ya procesos de proliferacion, principalmente en las cé-
lulas de Schwann del segmento proximal.

En el cabo distal vemos dos procesos degenerativos: la degene-
racion axoénica que se realiza por fragmentacion de los cilindroejes
y la de la mielina en forma de la clasica degeneracion walleriana.
Esta aparece en forma de globulos o esférulas macizas impregnadas
intensamente en negro por el acido 6smico. Se situan perfectamente
alineadas en sentido longitudinal a lo largo de todo el cabo perife-
rico, y son todavia de un calibre considerable.

Consideramos de interés el hecho de que en el cabo distal no
encontramos los macroéfagos ni los fenémenos de degeneracion wa-
lleriana en la lesion. Nosotros creemos que esto es debido a la dife-
rente lesion sufrida en cada zona. La del cabo distal es debida a la
separacién de las fibras de su centro trofico, el soma neuronal. Esto
trae consigo la degeneracion de la vaina mielinica y del axc’)n‘, pero
no de las células de Schwann, que perduran y serian las encargadas
de eliminar estos materiales degenerados. Por el contrario, en la
zona de compresion la destruccion es practicamente completa, afec-
tandose también las células de Schwann, las vainas conjuntivas in-
ternas (endo- y perineuro), habra rotura de vasos, extravasacion de
células sanguineas, etc. Aqui se produce una destruccion masiva de
todas las estructuras del tronco nervioso (excepto el epineuro) y no
hay opcion a que surja la degeneracion walleriana. La eliminacion
de todos estos detritus correra a cargo de las abundantes células
espumosas que se encuentran a nivel de la lesién y que se originarian
fundamentalmente de las vainas conjuntivas del nervio y de la ad-
venticia de los vasos. La emigracion de los macrofagos desde las vai-
nas conjuntivas al interior del nervio ya fue descrita por PoLAK
(1955 a, b; 1956 a,b) en la lesion del nervio ciatico del perro y cons-
tituyen lo que dicho autor denomina “microglia periférica”.

El estudio comparativo de las dos series nos muestra una mayor
cantidad de macrofagos a nivel de la lesion en los animales tratados

2 - AN. ANAT.
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con cortisona. La actividad mitésica esta también aumentada en es-
tos animales (43 %). El estudio de los segmentos distales revela un
ligero retraso de la degeneracion walleriana en los animales in-
yectados. ul iy

5 dias

Macroscopicamente se nos presenta la zona de lesion ligeramente
engrosada y el segmento distal con una coloracion grisacea mas
intensa que la observada el dia anterior.

El dato mas caracteristico en este dia es la gran hipercelularidad
que encontramos en la zona de lesion, acompafiada de una intensa
actividad proliferativa. La hipercelularidad es a base, principalmen-
te, de las células de Schwann, que son muy abundantes en compa-
racién con el dia anterior y forman paquetes mas gruesos que re-
corren una longitud considerable a lo largo de la zona de lesion. La
mayor parte de las mitosis las encontramos a nivel de estas bandas.
Los macréfagos empiezan a disminuir y presentan una indepesnden-
cia mayor; los apelotonamientos celulares no son frecuentes, sino
que se presentan perfectamente separados unos de otros en su
mayoria.

Las impregnaciones argénticas nos presentan una fragmentacion
axonica mas avanzada, siendo los restos ya de pequeflo calibre. Los
residuos mielinicos son de menor calibre

La actividad mitosica, de maxima intensidad en este dia, es mas
marcada en los animales tratados, lo que trae consigo que las bandas
de Biingner estén mas desarrolladas en estos animales. Los macro-
fagos son considerablemente mas escasos en los animales coniroles
(figs. 1 y 2), pudiéndose ver en €stos una mayor independencia enire
ellos. Debido a que hay mayor acimulo de células en los animales
con tratamiento hormonal (macréfagos y células de Schwann), la
deformidad del nervio en esta zona es mayor que en los testigos.

Como en el dia anterior, 1a reabsorcion de mielina del segmento
distal esta maéas retrasada en los animales tratados (figs.3 y 4).

7 dias

Hay en este dia un predominio neto de las células de Schwann
sobre los macrofagos alineados longitudinalmente. Los fendmenos
proliferativos comienzan a descender, debido a que las bandas unen
ya los dos segmentos del nervio.

En este séptimo dia podemos ver los primeros axones regenerados
en numero escaso, de calibre muy fino y dispuestos en paquetes. Se
sitian siempre paralelas al eje longitudinal del nervio. No hemos.
encontrado ninguna estructura que refleje dificultad al paso de los
jovenes axones a través de la zona de lesién (formaciones de Perron-—
cito, ramificaciones, engrosamientos, etc.)
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Fies. 1 v 2. — Acido 6smico. 24 x. Zona de lesién cinco dias después

de la compresién. En la figura 1 (animales controles) los macroéfa-

gos (M) presentan una independencia mucho mayor que en el animal

inyectado (fig. 2), debido a su menor cantidad. Entre ellos pueden
verse las primeras bandas de células de Schwann.

Los procesos de degeneracién walleriana y axoénica siguen pro-
gresando, siendo los restos cada vez mas escasos y pequeiios.

Las diferencias observables entre las dos series se refieren al re-
traso de los procesos de eliminacion (macrofagos y degeneracion
walleriana) y a la actividad proliferativa de las células de Schwann.
En este dia, al contrario que en los anteriores, es mayor el numero
de mitosis en los animales testigos .
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Fics. 3y 4. — Acido 6smico. 24 x. Segmento distal siete dias después
de la lesién. Los restos de mielina son escasos y pequenos en los
animales controles (fig. 3). Animal tratado (fig. 4).

10 dias

Los cortes histolégicos nos permiten ver que en este dia practica-
mente todo el espesor del nervio esta ocupado por bandas de Biingner
que unen plenamente los dos cabos del tronco nervioso. Los escasos
macréfagos se sitian en los pequefios huecos existentes entre ellas.

Aumenta el numero de cilindroejes neoformados y empiezan a
aparecer las vainas de mielina. Se encuentran en la zona fie lesion
y sb6lo una pequefia cantidad invade el segmento distal. Tienen un
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calibre muy pequefio y se disponen en pequefios paquetes. Tampoco
observamos con esta técnica ninguna desorganizaciéon de las fibras
al atravesar la zona lesionada.

Las diferencias observadas en este décimo dia después de la lesion
en las dos series de animales son similares, pero en menor grado
que las descritas en el dia anterior. El ligero engrosamiento loca-
lizado en la zona:comprimida de los ciaticos tratados practicamente
no existe en los controles. No hay diferencias apreciables en cuanto
a las fibras y vainas de mielina neoformadas.

A partir de los diez dias de la lesion los cambios van a ser lentos
pero progresivos. El estudio maecroscopico del nervio sélo nos va a
mostrar una recuperacion progresiva del color blanquecino brillante
del segmento distal.

L3 @A
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Fre. 5. — Acido 6smico. 24 x. Seccién trasversal
del segmento proximal.

En los cortes histologicos se observa también una evolucion de
todos los procesos, pero con un predominio de los regenerativos. Estos
procesos, que en los primeros dias se realizan rapidamente, a partir
de los quince dias son lentos, de tal forma que a los noventa dias
de la operacion todavia podemos ver algun macrofago en la primitiva
zona lesionada y restos mielinicos en el segmento distal, aunque en
cantidad minima. Por el contrario, el aumento de calibre de los axo-
nes y vainas de mielina son patentes, de tal forma que a los no-
venta dias el grosor de los mismos en el cabo distal (figs. 6 y 7 es
practicamente igual al del cabo proximal (fig. 5).

El aspecto de los ciaticos de las dos series es muy similar en to-
dos estos dias. A los noventa dias la unica diferencia seria la can-
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Fics. 6 y 7. — Acido 6smico. 24 x. Seccién trasversal del segmento

distal, noventa dias después de la lesién. Né6tese la gran similitud

de las vainas mielinicas. Figura 6, animal control; figura 7, animal
tratado.

tidad ligeramente mayor de macrofagos a nivel de la lesién en los
animales tratados.

Discusion
Examinando los resultados es facil comprobar que los procesos

regenerativos son bien distintos segun se trate de una simple com-
presion o de una seccion completa del nervio, como describiamos en
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un trabajo anterior. Es 16gico que asi sea, ya que en el primer caso
si bien se destruye el tejido nervioso propiamente dicho se conserva
el epineuro, mientras que en el segundo caso también se destruye el
epineuro.

La compresion del nervio lleva consigo la destruccion de todas
sus estructuras y por consiguiente la formacion de detritus celulares
que han de ser eliminados, hecho éste que apenas es patente en
la secciéon del nervio. Durante los diez primeros dias después de la
compresion, en los animales controles, la mayor parte de los detritus
celulares son eliminados, comprobandose la existencia de gran can-
tidad de macrofagos que se encargaran de dicha eliminacion. Pau-
latinamente la cantidad de estos elementos va disminuyendo. En
los animales tratados con cortisona la cantidad de detritus esta en-
lentecida, no por que no afluyan macréfagos que aparecen en gran
cantidad, sino porque su movilidad y actividad estan disminuidas,
tal y como lo describen GERMUTH, OTTIN GER y Ovama (1952). En el
caso de seccion del nervio, al no haber detritus celulares no apare-
cen macrofagos, siendo sustituido el fenémeno de eliminacién por
los procesos proliferativos. Fendmenos proliferativos que también son
muy importantes en los animales con compresion.

En los animales con compresiéon del nervio se observa la prolife-
racion de las células de Schwann, sobre todo a nivel del segmento
proximal, para formar las bandas de Biingner que uniran los dos
segmentos. Estas bandas celulares atraviesan la zona de compresion,
lo mismo que después los axones, siguiendo una trayectoria rectili-
nea, es decir, sin formar remolinos ni las tipicas disposiciones fibri-
lares, que en el caso de la seccion del nervio nos indicaban la exis-
tencia de un obstaculo constituido por la zona de tejido cicatricial.

Al igual que en el caso de seccion del nervio, encontramos un
aumento en el numero de mitosis (fig. 8), confirmado por 10s recuen-
tos nucleares (fig. 9) y la hipercelularidad manifiesta, en los animales
tratados con cortisona. Creemos que esta mayor cantidad de mitosis
se debe a las células de Schwann, ya (lie en el caso de compresion
esta eliminado el componente fibroblastico y ademas GermutH, OT-
TINGER y Ovama (1952) describen la inhibiciéon del macréfago frente
a la cortisona que seria el otro componente que encontramos en la
lesion.

Consideramos de interés el comparar las células de Schwann del
segmento distal, que para WEIss serian macrofagos (la, mayor re-
serva de macrofagos del nervio) con las células globulosas que apa-
recen en la zona comprimida en los primeros dias después de la
lesion. Estas células si actiian como macrofagos, ya que tienen que
eliminar todo el material destruido (también células de Schwann)
en la compresion y por tanto tienen que captar particulas del medio
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Fic. 8. — Grafica de recuento de mitosis.

Fi1c. 9. — Graéfica de recuento de nucleos.

extracelular. Por el contrario, como ya indicabamos en otra publi-
cacion, la mielina eliminada por las células de Schwann durante la
degeneracion walleriana en el segmento distal no es extracelular,
sino su propio plasmolema, y no tendria por tanto que captar ele-
mentos extracelulares. Ademas consideramos de importancia el hecho
de que en la zona de compresion no aparece degeneracion walle-
riana, al igual que en el segmento distal no hemos encontrado en
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ningun caso células globulosas identificables como macrofagos. Ade-
mas estos macréfagos de la lesion no provendrian de las células de
Schwann vecinas; segin PorLak (1955 a,b; 1956 a, b), que estudia su
emigracién en el ciatico del perro, su origen son las vainas con-
juntivas del tronco nervioso.

Resumen

Se estudia la accién de la cortisona (acetato de cortisona) en los feno-
menos de degeneracién y regeneracién del nervio después de su compre-
sién. Se aplican las técnicas de hematoxilina-eosina, azan de Heidenhain,
dcido 6smiso y nitrato de plata reducido de Cajal.

En la compresién del nervio no se forma tejido cicatricial (por man-
tenerse intacto el epineuro) en la lesién, por lo que la aplicacién de la
cortisona no acelera la reinervacién del segmento distal

El que no se forme tejido cicatricial cuando se comprime un tronco
nervioso indica que dicho tejido se forma fundamentalmente a partir del
conjuntivo ambiente que penetra entre los dos segmentos cuando produ-
ciamos una seccién completa, vy no de las vainas conjuntivas propias del
nervio.

La aplicacién de la cortisona produce un aumento de las mitosis de las
células de Schwann e inhibe los macrofagos.

Los procesos degenerativos estdn inhibidos con la administracién de la
hormona.

Summary

The authors study the action of cortisone (acetate of cortisone) in the
bhenomena of degeneration and regeneration of the nerve after its com-
pression. The following methods were utilized: eosin-hematoxylin, «azan»
de Haidenhain, osmic acid and reduced silver nitrate of Cajal.

In nerve compresion no scar tissue in formed (due to the maintenance
of the epi neurium intact) in the lesion and in the reason why application
of cortisone does nos accelerate the reinnervation of the distal segment.

The fact that scar tissue does not form when the nerve trunk is com-
pressed indicates that such tissue forms fundamentally; from the (con-
nective tissue) connective atmosphere which penetrates between the two
sements when one does a complete cut and not of the connective sheaths
of the nerve. )

The application of cortisone produces an increase of the mitosis in the
Schwann cells and inhibits the macrophages,

The degenerative processes are inhibited by the administration of the
hormone.

Zusammenfassung

Man studiert die Titigkeit der Kortisone bei der Degeneration und
Regeneration des Nerves, nach desen pressung. Es bilden sich keine Ver-
narbungen, das bedeutet, dass sich diese erst um das Bindegewebe bilden.
Dagegen beobachtet man eine Erhdhung der Mitosen der Schwammezellen.
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Resumeée

L’action de la cortisone est étudiée dans les phénomeénes de dégénéra-
tion et régénération du nerf aprés sa compression. L’absence de tissu
cicatriciel indique que celui ci este formé a partir de su conjonctif du
milieu. Par contre on observe une augmentation de la mitoses des cellules

de Schwann.
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LA FORMACION RETICULAR DE LA BASE CEREBRAL

(RELACIONABLE CON EL MECANISMO DE EXCITO-CONDUCCION Y
REPOLARIZACION CARDIACA)

Por

J. Escorar, J. L. EscoLAR-CASTELLON, L. MARTINEZ-MILLAN,
J. Vampizan, A. Logo y J. L. Lancuo

SON conocidos distintos tipos de disquinesias experimentales, con-

secuentes a lesiones en el cerebro de gato (ESCOLAR, 1969, 1970,
1971). Junto a estos trastornos motores se observan también tras-
tornos vegetativos que afectan la funcién respiratoria y cardiaca
(EscoLAR-CASTELLON, 1971; Roquks, 1971; MufNoz, 1972). A este pro-
posito son muy clasicos los trastornos respiratorios graves tras le-
siones de la formacion reticular rombo y mesencefalica. Hace pocos
aflos, sin embargo, la Neuropatologia humana ofrece en su literatura
clinica trastornos de la hemodinamia cardiaca, expresados en alte-
raciones electrocardiograficas de la conduccién y repolarizacion, con-
comitantes con lesiones diencefalicas y telencefalicas (ver la abun-
dante bibliografia desde Burch, 1954, hasta BonvaLLET, 1972, en el
capitulo final)

También se conocen experiencias por ligadura de ambas carotidas
comunes, juntamente con el de las arterias vertebrales, que con-
ducen a una total isquemia del cerebro del gato y son acompafiadas
de inmediata desaparicion de la actividad electreencefalografica, asi
como también de muchas alteraciones en 1a electrocardiografia (REY
Pias, 1971; MARTINEZ-OSORIO, 1972; ZARAZAGA, 1972). Estas isquemias
no pueden naturalmente ser referidas a =zonas concretas; por lo
tanto, la localizacién de esas zonas claves de S.N.C. siguen siendo
un problema. A este proposito, sin embargo, puede sefalarse que:
1° No hay alteraciones electrocardiograficas tras la hemisferectomia
(Cia, 1969). 2. No hay alteraciones electrocardiograficas tras lesion
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bilateral de cualquier territorio del neurocortex que no afecte la
profundidad y que no se complique con hipertension endocraneal
ni con alteraciones de la ventilacion respiratoria (EscorLar y colabo-
radores, 1971). 3.° En contraste con esto, sefiala la literatura alie-
raciones electrocardiograficas tras lesiones en hipotdlamo y subta-
lamo junto al neocortex basal, en cuya profundidad se encuentra la
formacion reticular y sus prolongaciones cruciales que se infiliran
entre el striopallidum y el complejo amigdalino (BONVALLET y CO-
lab., 1972; FUSTER y col., 1970; KassoF y col., 1963; MARTINEZ-MILLAN,
1971; PoRTER, 1962; VALDIZAN, 1972, etc.; EscorLar, 1963, 1965).

Material

Nuestra experimentaciéon en el gato consiste principalmente en
descerebraciones. El tentorio cerebeloso es la principal referencia
para esta intervencion experimental (fig. 1), que se hace con arreglo
a la técnica de MARTINEZ-MILLAN (1971), estabilizada por VALDIZAN
(1972). Si la coagulacion que perfora el mesencéfalo, siguiendo la
direccién del plano tentorial, no alcanza la base del cerebro, enton-
ces se observan pocas alteraciones E.C.G.

Fig!

Fic. 1. — (T), tentorio. (X), zona basal donde tiene que llegar
la descerebracién dirigida desde el lugar indicado en la flecha.

Se han seleccionado 20 casos de descerebracion del material de
VaALpIzAN (1972), observando comparativamente tres de ellos (fig. 2),
que muestran, segun la altura, una descerebracién alta (A), una me-
dia (M) y una baja (B). Todas alcanzan la base cerebral y motivan
muchas alteraciones electrocardiograficas.

A estos casos de descerebracion se han unido otras lesiones expe-
rimentales del cerebro que engloban la base del polo frontal, habien-
do seleccionado 18 casos del material de Loso (1972). Cuando no se
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Fic. 2. — (A), caso de descerebracion alta sobre el sub-

tdlamo. (M), caso de descerebracion media que engloba el

subtalamo. (B), caso de descerebracién baja que afecta
el mesencéfalo.

engloba la base del polo frontal en las lesiones indicadas, el material
electrocardiografico aparece practicamente sin'alteraci()n, como Sse
ha podido advertir en ofros 10 casos seleccionados (Loso, 1972).

El territorio afectado por esas lesiones en S.N.C. a las que se
achacan alteraciones electrocardiograficas, corresponde a la forma-
cion reticular subtalamica y a sus prolongaciones entre el allocoriex
y el striopallidum, asi como a la F.R. epitalamica. Por lo tanto, es
util aportar algo sobre la topografia y la arquitectonia de la forma-
cion reticular en dichas zonas.
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Fig4

Fics. 3 y 4. — (Arriba) Reconstruccién estereométrica de un encé-

falo de recién nacido en que se ha suprimido la substancia blanca,

lo que permite un desmontaje gradual de bloques grises como se

refiere en la figura inferior. (Dia), allocortex diagonal. (F'C), ntcleo

facial. (FRS), formacién reticular subtaldmica. (Ol), olivas. (NP), nu-

cleos del puente. (Pl), pallidum. (SN), substancia negra. (Tr), nu-
cleo del trigémino.
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Hallazgos

La topografia de la F.R. se pudo representar en una reconsiruc-
cidn estereométrica (fig. 3) realizada segun los métodos clasicos (Es-
COLAR, 1963) en un gato recién nacido, donde la formacion reticular
no esta todavia enmascarada por la mielinizacién vecina que le in-
vade (LaNcHO, 1972). Tras algunos desmontajes se pudo ver en el
original (pero no en la foto) la formacion reticular subtalamica
(FRS) y sus prolongaciones entre el allocortex diagonal (Dia) y el
pallidum (Pl). La substancia negra (SN), ntucleos del puente (NP),
ambas olivas (Ol), ntucleo del facial (Fc¢) y trigémino (Tr) unidas a
formacion reticular intermedia, forman un bloque separable (fig. 4).

La arquitectonia de la formacion reticular subtalamica pudo ser
observada macroscopicamente mediante perfusion vascular con tinta
china (métodos clasicos, EscoLar y col., 1971). El aspecto es de una
red fina, uniforme e inintérrumpida, observable en cortes sucesivos,
transversales al neuroeje, desde el tubérculo olfatorio hasta el bulbo
raquideo, asi:

A nivel del tubérculo olfatorio (TO) (fig. 5) se ve esa red vascular
entre el allocortex diagonal (Dia) y el ntcleo accumbens (Acc). La
capsula interna (CI) ofrece poca red vascular perfundible en con-
traste con el claustrum (Cl), que es muy vascularizado.

Un poco mas caudalmente (fig. 6) se ve esta red vascular desde
la lamina terminal (Lt) del diencéfalo, a través del allocortex dia-
gonal (Dia) hasta el complejo amigdalino (Amy).

Maias caudalmente aun (fig. 7) la red se extiende desde el subta-
lamo (Sb) hasta el complejo amigdalino (Amy), entre el nucleo su-
praoptico (SO) y el striopallidum (Sp).

En pleno subtalamo (fig. 8), la formaciéon reticular esta entre los
cuerpos mamilares (Mm) y el acueducto mesencefalico, alrededor del
tracto habenulopeduncular (Hp), en pleno territorio del llamado sis-
tema circadiano epitaldmico. Lesiones de este territorio coinciden
con disociaciones auriculoventriculares (fig. 11): L.as hondas “P”,
ofrecen un ritmo independiente del del complejo ventricular (ver
arriba). En la parte inferior de la grafica veamos el espacio “RT”
con alteraciones de repolarizacion en el caso de lesiones mas ros-
trales.

Mas abajo aun, en el mesencéfalo (fig. 9), la formacion reticu-
lar (FR) esta concentrada. Sus lesiones motivan pocas alteraciones
electrocardiograficas, pero se observan ya trastornos respiratorios.
Estos trastornos son obligados siempre, tras lesiones mas abajo aun,
hacia el bulbo (fig. 10), donde la formacion reticular se agrupa en los
centros inspiratorios (I) y espiratorios (E), que pueden ser delimi-
tados.

3 - AN. ANAT.



238

ANALES DE ANATOMIiA

Fics. 5, 6, 7, 8, 9 y 10. — Leyenda comin. (Acc), niicleo accum-
bens. (Amy), nicleo amigdalino. (Cl), claustrum. (Dia), allocor-
tex diagonal. (E), centro espiratorio. (FR), formacién reticular.
(HP), habénulo peduncular. (I), centro inspiratorio. (MM), cuer-
po mamilar. (Sb), subtdlamo. (SO), nucleo supradptico, (SP),
striopallidum. (TO), tubérculo olfatorio.
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Consideraciones

La formacién reticular forma una masa ininterrumpida, longitu-
dinal y ventral al Sistema Nervioso Central, cuya parte rombo y me-
sencefalica rige funciones respiratorias y cuya parte diencefalica
ofrece una topografia y arquitectonia relativamente precisables, pero
necesitada de sucesivas aclaraciones.

a7 |

Fic. 11. — Registros electroencefalograficos (EEG), electrocardiogra-

ficos (ECG) y de respiracién (ENG) de dos casos experimentales. El

caso de la parte superior corresponde a una lesién de la formacién

reticular subtaldmica, demostrando disociacién auriculoventricular.

El caso indicado inferiormente corresponde a lesién de la formacion

reticular a nivel del ntcleo accumbens, demostrando trastornos de
repolarizacién cardiaca.

El comentado trastorno de la funcién cardiaca aparece al lesionar
ampliamente la formacion reticular subtaldmica, intensificandose al
cabo de las horas, cuando el animal sobrevive. Parece como si se
crease una nueva situacion, en la que cabe admitir trastornos me-
tabolicos de las catecolaminas en el territorio lesionado, lo que su-
giere continuar el estudio con métodos de fluorescencia. Ello apor-
taria sobre la influencia de mecanismos simpaticos en estas altera-
ciones cardiacas, maxime si se pudieran relacionar las alteraciones de
fluorescencia nerviosocentral con las de los vasos coronarios. A este
proposito cabe recordar que en animales donde ramillas coronarias
fueron lesionadas sin ofrecer trastornos ostensibles, se producian al-
teraciones de disociacion auriculoventricular cuando se lesionaban a
continuacion los ganglios estrellados (MARTIN-TRENOR, 1969).
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Resumen

Las alteraciones electrocardiogréficas se obtienen en amplias lesiones,
un tanto estabilizadas, de la F.R. subtaldmica y sus prolongaciones strio-
pallidal y epitaldmica. Dichas alteraciones corresponden fundamentalmente
a trastornos de disociacién auriculoventricular. Esta linea de trabajo debe
de ser continuada con mds material y con métodos de fluorescencia.

Summary

We obtain alterations in the electrocardiogram in big damages of the
subthalamic reticular formation and its infiltrations in the striopallidum
and epithalamus.

These alterations mainly belong to the auricule-ventricular disociation.
It is necesary to acumulate more material and to apply fluorescence
methods:

Zusammenfassung

Man erhélt elektrokardiographische Veridnderungen bei weiten Lisio-
nen der Formatio reticularis des Subthalamus und deren Verlingerungen
durch das Strio-pallidum und den Epithalamus. Diese Veridnderungen
entsprechen hauptsdchlich der auriculo-ventrikuldren Disociation. Es ist
notwendig noch weiteres Forschungsmaterial anzusammeln und Fluores-
zenzmethoden anzuwenden.

Resumé

On obtient des troubles électrocardiographiques dans d’amples 1ésions
de la formation réticulaire subthalamique et de ses prolongations par le
striopallidum et par lépithalamus. Ces troubles obéissent fondamentale-
ment a la dissociation auricule-ventriculaire. Il est nécessaire d’accumuler
plus de materiel et appliquer des méthodes de fluorescence.
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An. Anat., 21, 245-281 (1972)

APORTACION A LAS RELACIONES RECiPROCAS ENTRE

LAS TRANSFORMACIONES DEL ALLOCORTEX, HIPOTALA-

MO Y ORGANOS CIRCUNVENTRICULARES PRODUCIDAS
POR TRASTORNOS METABOLICOS EXPERIMENTALES

(CON ESPECIAL REFERENCIA A LAS VARIACIONES DEL CONTENIDO EN
METALES PESADOS DE ESTAS AREAS)®

Por

A. Facr

Introduccién

LA literatura a revisar en el presente trabajo obliga a una clasi-

ficaciéon partiendo de aquellos conceptos mas generales, para
terminar haciendo referencia a situaciones mas especificas en que
los distintos substratos van siendo influenciados por el trastorno ca-
rencial. « - :

A) Bibliografia de las alteraciones metabélicas
relacionadas con procesos clinicos

La eclampsia, la ure'mia, varias intoxicaciones quimicas, comas
prolongados, han producido trastornos hipofisarios y allocorticales,
como sefialan los trabajos de ANSELMINO y HoFFMANN (1931), BUTNER
(1935), Puirtep (1935), LEARY y ZIMMERMAN (1937), Roussy y MOSINGER
(1949). Muy estrechamente relacionadas con procesos clinicos estan
las observaciones de Bevacqua (1911), NEuBERT (1912), SIMONDS (1925),
BANDRES (1925) ANSIE!i;ﬁINO y HorrFMmaN (1933), CusHING (1934), entre

* Tesis Doctoral defendida en la Facultad de Medicina de Zaragoza el dia 21-11-1972, ante el
Tribunal constituido por los profesores Lozano, Mateo Tinao, Escolar, Palomar y Gémez Lus. Ca-
lificada de Sobresaliente “por unanimidad”.

Realizada y patrocinada en el Departamento Anatémico de la Universidad de Zaragoza, en coor-
dinacién con el C.S.I.C. Dirigida por el Prof. R. Sarrat.
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otros, relacionandose lesiones anatomopatologicas de la clinica huma-
na con alteraciones metabélicas que estos pacientes presentaban.

B) Bibliografia de las alteraciones metabdlicas
relacionadas con trastornos funcionales

En este sentido, observando como se alteran factores humorales,
aportan los trabajos de STENDELL (1913), ATweLL (1918), HoussAY ¥y
UNGAR (1924), ATWELL y HOLLEG (1936), GEILING y LEwis (1936), CoL-
LIN (1937), KawaAsHIMA y col. (1964), entre otros; centrando su interés
en variaciones de constantes plasmaticas y de medio interno en ge-
neral motivadas por el trastorno metabolico de hambre, hambre y
sed o dietas unilaterales producidas experimentalmente.

C) Bibliografia de transformaciones del substrato anatémico producidas
por trastornos del metabolismo en condiciones experimentales

A nivel de la corteza cerebral, DoNaLDp (1938), SmiTH (1943), PoRr-
TER (1951) tratan de las modificaciones ocurridas en este parénquima,
en algunos roedores sometidos a dietas unilaterales y a soluciones
hiperténicas, como agua de bebida. Hipercromatosis y degeneraciones
de las neuronas, asi como intensas proliferaciones gliales fueron des-
critas por estos autores. Con el desarrollo de modernas técnicas,
KNOLLE (1959, ORTMANN (1957-64), FELBERG y FLEISCHHAUER (1960) GRIM-
MER (1961), SABATINI, BENSCH, RUSELL y BARNETT (1963), FLEISCHHAUER
(1964-66), etc., por medio de la microscopia de fluoresceina, electro-
nica, autorradiografia, histoquimica y cultivo de tejidos, fueron pre-
cisando transformaciones de substratos nerviosos y neuroendocrinos
en alteraciones experimentales del metabolismo.

El trastorno carencial se centr6 mas tarde en zonas de corteza
antigua (allocortex) por su gran relaciéon con la esfera endocrina.
Demostrado por MASKE (1955) FLEISCHHAUER y HORSTMANN (1957) ¥y
Timm (1958 a, b) el alto contenido en metales pesados (zinc, cobre,
hierro) de los allocortex, surgieron a continuacién una serie de tra-
bajos que intentaron establecer relaciéon entre los trastornos metabo-
licos y el contenido cortical en estos metales, asi como su riqueza en
algunos fermentos. En este sentido aportaron los trabajos de KoELLE
JEFLCI, LOWRY y col. (1954), v. EULER (1961), GRIMMER (1961), ORTMANN
(1961), UcHiMurA (1928) y ScCHARRER (1940); estos dos ultimos autores
resefilando cambios especificos del asta de Ammon. Posteriores tra-
bajos aportan nuevos datos en el funcionalismo de los allocortex; y
asi, OTSUKA y col. (1962-65), OTsuka e IBATA (1968), SARrRAT (1968-69-70)
refieren estudios concretos sobre las variaciones del contenido en zinc
del hipocampo en condiciones experimentales.

El sistema neurosecretor hipotalamico-neurohipofisario muestra
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transformaciones claras ante trastornos carenciales, mas manifiestos
ante el proceso de la deshidratacion que ante la dieta unilateral.
Desde Jackson (1917), BenorT (1936), BAaILIF (1938), RobECK (1962) se
conocen modificaciones del parénquima hipofisario por influjos expe-
rimentales. Advirtamos, sin embargo, que fueron los trabajos de Dg
ROBERTIS y PRIMAVESI (1942), SELYE y HALL (1943), ORTMANN (1951-54),
SarrAT (1967), quienes puntualizaron las verdaderas transformaciones
progresivo-regresivas del sistema hipotalamico-neurohipofisario. En
este sentido, igualmente, pero en material de aves, aportan Wing-
STRAND (1950-51-53), LEGAIT H. (1949), DuNncan (1955-56), Oota y Ko-
BAYASHI (1962), FARNER y OKSCHE (1962), WEBER y BACHMANN (1964) y
LAWZEWITSCH (1965-67-69).

El epitdlamo y organos circunventriculares han sido motivo asi-
mismo de estudio en situaciones carenciales desde RosE (1926) hasta
SARRAT (1968-69), donde se hace referencia a variaciones del ganglio
de la habénula, epifisis y plexos coroideos, asi como al aumento en
contenido de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en el érgano subfor-
nical de animales carenciales. En este mismo sentido, AKERT, POTTER
Yy ANDERSON (1961) ANDRES (1965), ParLgoviTs (1966), discuten la mor-
fologia normal y experimental de los 6rganos circunventriculares,
haciendo este ultimo autor un analisis cariométrico, detectando un
aumento del volumen nuclear en las células del 6rgano subfornical
de los animales deshidratados.

A nivel de la suprarrenal sus transformaciones de caracter pro-
gresivo-regresivo ante stress toxiinfecciosos son conocidos desde SELYE
(1949), Tonurrtr (1953-54), Lupwic (1954), AMAT (1954-55), ESCOLAR ¥
colab. (1957), donde se describen las caracteristicas de las transfor-
maciones corticosuprarrenales, aunque no sea con el alarmigeno me-
tabolico que nosotros hemos empleado.

En relaciéon con la suprarrenal se encuentra abundante bibliogra-
fia referida a las gonadas, toda ella relativamente reciente: ELFTMAN
(1963), que trata sobre la importancia de las células de Sertoli; Har-
KONEN y col. (1963), sobre acciéon del trabajo muscular en el testiculo
de la rata, y concretamente sobre las variaciones enzimaticas; Tice
Yy BARNETT (1963), concretando la localizacién de diversas fosfatasas
en estos organos; asi como el trabajo de CHOWDHURY y STENBERGER
(1964), sobre la influencia del calor en el epitelio germinal del tes-
ticulo. No obstante, quizas sea Muscke (1955) quien hace una des-
cripcion mas detallada de las transformaciones progresivo-regresivas
del testiculo y a quien debemos la sistematizacion de la, dinamica
genital.

El tiroides ha sido también un 6rgano en el que desde KraTcx
(1953) se conoce el significado de sus transformaciones producidas
por alarmigenos emocionales o por frio. Desde RIENHOFF (1930), Lup-
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WIG (1954), EscoLar y col. (1954), NEuMaNN (1963), ITo, KOBAYASHI ¥
TAKAHASI (1964) conocemos tanto la estructura normal como la pa-
tologica del tiroides stressado. FRIEDMANN (1934) y Ewers (1936) se-
nalan el dato de la descamacion del tiroides regresivo, dato en que
hemos de hacer hincapié en el capitulo de resultados y discusion.
Concretamente ‘el stress carencial ha sido empleado por Jacksow
(1916), que estudia el efecto sobre esta glandula de la inanicién eré-
nica, y BENSLEY (1916), GicHr (1938), que tratan de ciertos bocios oca-
sionados por dietas unilaterales, y finalmente SarraT (1966 a, b, 1967),
asi como LATALSKI (1962), NEUMANN (1963), WoLLMAN (1964), estudian
histolégica e histoquimicamente el tiroides bajo diversos puntos de
vista experimentales, perfilando algunos detalles sobre sus transfor-
maciones.

Los procesos de tipo general, como es la osificacion, se influyen
apreciablemente por el trastorno carencial, si no con la especificidad
de un 6rgano neuroendocrino, a los que hemos pasado revista, si al
menos como expresion del trastorno general organico que afecta a
todas las funciones. En este sentido merecen destacarse los trabajos
de MEeNozz1 y col. (1961), RobEck (1962) y Ronor (1963), referidos a
los retardos en la osificacion que sufren los animales sometidos a
hambre, y especialmente los de FRANDSEN y col (1954) y Leacu (1965),
que estudian los efectos sobre animales jovenes de dietas hipopro-
teicas.

En estos trastornos metabédlicos hemos revisado por motivo de
nuestra especialidad el aparato visual, recordando en la bibliografia
aquellos clasicos antecedentes de los efectos que dietas carenciales,
avitaminosis, producian sobre la cérnea, asi como aquellas lesiones
retinianas de la clinica humana causadas por alteraciones del me-
tabolismo glucidico y lipidico. Merecen a este propdsito citarse los
trabajos de MOooRE (1957), BRUCE, DENNING y SPALTER (1969), SarLt y
eolab. (1960) y en sentido recopilativo a Mc. LarReN (1963).

Planteamiento

A la vista de los antecedentes bibliograficos nos proponemos reali-
zar un estudio sistematico de las transformaciones de los substratos
neuroendocrinos y viscerales, producidos por el trastorno del meta-
bolismo, a consecuencia de someter animales o bien a dieta unilate-
rales (glucidica, proteica) o privandoles de todo alimento y en oca-
siones incluso del agua de bebida.

Pretendemos, al hacer un estudio global, ver:

A) Qué partes del organismo intervienen mas directamente en la
regulacion del metabolismo en general.
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B) Como se afectan estos substratos en el trastorno carencial y
cual es su expresion morfologica. :

C) De qué forma el resto del sistema neuroendocrino esta ligado
a las zonas que intervienen primariamente en este trastorno meta-
bolico.

D) Hasta qué punto funciones de tipo general (crecimiento, fun-
cion renal, sentidos, etc.) se afectan en estas circunstancias.

Material y métodos

El material lo componen 34 gatos adultos, 25 ratas jévenes en distintos
periodos de crecimiento y 30 ratas adultas de ambos sexos. L.os gatos fue-
ron repartidos en 3 lotes de 8 animales titiles cada uno, pues el resto se
perdi6 durante la experiencia.

Material de gatos

Lote A). — Nums. 1 a 11. Animales adultos, entre 3.200 y 4.500 gr, apa-
rentemente sanos y en buen estado de nutricién. Se fueron sometiendo su-
cesivamente a periodos de hambre y sed. Terminada la experiencia se sa-
crificaba el animal por inyeccién intraperitoneal de 10 c.c. de hidrato de
cloral. Inmediatamente se procedia a la autopsia del sistema neuroendocrino
Yy se tomaban algunas visceras que tuvieran especial relacién con el tras-
torno carencial. Se tomaba regularmente: cerebro, entero, del que se ex-
traia una.seccién frontal, que comprendiese: hipotdlamo, hipéfisis, asta de
Ammon, érganos circunventriculares, etc., tiroides, suprarrenales, gonadas,
pancreas, rifién, intestino, higado y uno de los globos oculares.

Lore B). — Nums. 12 a 20. El mismo tipo de animales, gatos adultos del
lote anterior, que fueron sometidos a dieta absoluta, pero con agua «ad
libitum». La experiencia tuvo la misma duracién aproximadamente que el
lote precedente; los animales, en la primera mitad de la prueba presenta-
ban mejor estado clinico que los del lote A), sin agua, pero a partir de
los 15 dias en nada se diferencié su comportamiento del de aquéllos; no
beben apenas y el agua en nada prolonga la vida de estos animales, que
tuvieron que ser sacrificados alrededor del dia 20 como media, con una
pérdida de peso muy semejante al lote A). Autopsia y recogida de 4rganos
como en el caso anterior,

Lote C). — Nums. 21 a 28. Gatos adultos. Sometidos a dieta glucidica,
consistente en que tuvieran los animales siempre a disposicién agua azu-
carada para beber y terrones de aztcar. Estos animales presentaban evi-
dentemente un curso clinico mucho més favorable, y si bien su vida se
prolonga hasta los 30 dias como término medio, a partir de los 20 los ani-
males estdn adindmicos, como en los lotes anteriores, y su pérdida de peso,
aunque no tan rdpida, llega a lag mismas cifras finales.

A cada uno de los lotes A), B), y C) acompafiaron 2 animales normales
a modo de control.
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Material de ratas
Adultos

Lore D). — 10 ratas adultas fueron sometidas a hambre y sed por es-
pacio de 7 a 12 dias. Terminada la prueba los animales fueron sacrificados
por decapitaciéon previa ligera anestesia con éter. La necropsia del material
de rata se llevé a cabo como se indica en el lote A).

Lore E). — 10 ratas adultas fueron sometidas a hambre con agua «ad
Libitumy» durante 8 dias. Resto, como en el lote D).

Lore F). — 10 ratas adultas fueron sometidas durante 15 dias a dieta
glucidica en las mismas condiciones descritas en el lote C) del material
de gatos.

En desarrollo

Lore G). — Pretende agrupar todo el material de rata en periodo de
desarrollo a base de varios lotes de animales de 5, 10, 15, 20 dias de vida
postnatal, que fueron sometidos a hambre y sed por espacio, respectiva-
mente, de 2, 3, 4 y 5 dias. Sacrificio y recogida de érganos como en el
lote D), con especial referencia a la columna vertebral, con vistas a detectar
actividad fosfomonoesterésica.

El material obtenido fue sometido, segin su destino ulterior, a 3 mé-
todos de fijacion distintos:

a) Liquido de BouiN para todo el material destinado a técnicas histolé-
gicas corrientes.

b) Formol al 10 % tamponado a 4° C para determinacién de fosfatasas
alcalinas en columna vertebral.

c) Alcohol-sulfhidrico (alcohol de 96° donde se hace burbujear SH, a
saturacién) para determinacién de metales pesados en corteza cerebral y en
pancreas endocrino segun la técnica de Timm.

Inclusién en parafina. Corte a 7 micras.

Métodos de coloracion. — Hematoxilina-eosina, tricrémico de Martins,
Azzan, Kliiver-Barrera, Gomori, Gabe y rojo escarlata; métodos todos ellos
cldsicos en Histologia y que remitimos al lector para detalles mds técnicos
a la obra de RoMers (1965).

Especial mencién merecen las técnicas del calcio-cobalto de Gomori-
Takamatsu para fosfatasas alcalinas y la técnica de Timm para metales
pesados; procederes que, aunque pueden consultarse en la bibliografia
(GoMORI, 1939; TaAxkaMATSU, 1939; TmvMm, 1958), creemos conveniente descri-
birlos detalladamente, pues pudiera tener cierta utilidad la experiencia
que en estas técnicas hemos adquirido, a la par que el sefialar alguna pe-
queila modificacién con la que hemos obtenido los resultados 6ptimos.

Técnica del calcio-cobalto de GoMoRI-TarkaMATsSU (1939). — Fijacion: for-
mol neutro al 10 % conteniendo cloruro calcico al 1% a 4°C durante 16
a 20 horas. Cortar: por congelacién 8-10 micras. Incubar: (10° a 1 horas)
en el siguiente medio: 10 c.c. de beta-glicerofosfato sédico al 2 %; 10 c.c.
de dietilbarbiturato sédico al 2 %; 20 c.c. de agua destilada; 2 c.c. de clo-
ruro cdlcico al 2 % ; 1 c.c. de sulfato de magnesio al 2'%. Aclarar en agua.
Tratar con nitrato de cobalto al 2 %. Lavar con agua. Solucién diluida de
sulfuro aménico. Lavar con agua. Deshidratacién y montaje.
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Técnica de Timm (1958) para metales pesados.

a) Fijacion: En alcohol sulfhidrico durante 24 horas. El fijador se ob-
tiene haciendo burbujear sulfhidrico en alcohol de 80 a 96° hasta lograr
una concentracion lo mads alta posible. La forma de obtener el sulfhidrico
mas sencilla y en grandes cantidades consiste en calentar en un tubo de
eénsayo una mezcla formada por azufre, amianto y parafina. Se desprende
SH, que se conduce al frasco que contiene el alcohol, frasco de boca es-
trecha para impedir la evaporacién. Si el fijador tiene suficiente SH,, las
piezas adquieren a los 5 minutos de introducirlas en €]l un color gris ceniza
por la formacién de sulfuros.

b) Inclusién en parafina, procurando que los tiempos de pase por los
alcoholes se reduzcan a lo imprescindible.

¢) Corte a 7 micras. Desparafinizar. Agua.

d) Extender sobre el porta una solucién de:

GOMA ATADIEA I5 Do husensosorsimss ot ssssohime mmme: reaens 50 c.c.
Hidroquinona, 2 gr

Ac. citrico, 3 gr 100 c.c. de agua ............ 10 c.c
Nitrato de Plata 10 % ...ccoeovvinieeeiniananne. e 1 ce.

Las soluciones se mezclan antes de usar Y se agitan para conseguir una
mezcla homogénea.

e) Se deja el porta con el bafio encima 1-2 horas a la luz difusa y se
lava con agua a 40°C vertiéndola sobre el porta inclinado.

f) Deshidratar. Montar en Eukit o similares,

Eventualmente puede realizarse antes de deshidratar una coloracién de
contraste con hematoxilina de Mayer o con violeta de cresilo, pero a no-
sotros nunca nos dio mejores resultados. Preferible es elegir cortes gemelos
y tenirlos con Kliver-Barrera, para poder tener una idea exacta de la to-
pografia del precipitado, tanto en general como en su distribucién intra-
celular. Es importante que las piezas de los animales controles y experi-
mentales tengan el mismo grosor, y se fijen en la misma solucién, para
que tenga valor cualitativo y cuantitativo el precipitado detectado por la
impregnacién argéntica.

Resultados

Asta de Ammon

Obsérvese en la figura 1, en un corte panoramico a nivel hipota-
lamico, el aspecto que muestra el asta de Ammon y fascia dentada.
Véase la distribucion celular en los diferentes tramos del Ammon h,
h,, h, y reparese especialmente en la capa piramidal de este 1ultimo
sector, donde las modificaciones en los animales experimentales son
mas expresivas.

Las transformaciones de los allocortex en los animales sometidos
a dietas carenciales son, como dijimos, especialmente expresivas a
nivel del asta de Ammon, y concretamente en su zona h,.

Obsérvese como en los animales control (fig. 2) las células pira-
midales presentan un aspecto caracteristico, con un ntcleo claro y
destacado nucléolo y un protoplasma uniforme e intensamente tefiido.

En las coloraciones por el método de Kliiver-Barrera se observa
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cémo las células piramidales citadas toman exclusivamente el violeta
de cresilo. Diferencias de color se observan en estas neuronas, pero
solamente con arreglo a la intensidad de las apetencias por dicho
colorante (fig. 2). v

No se observan en los animales controles neuronas luxol-fast-blue
positivas.

Dieta glucosada. — Los animales sometidos a, esta dieta unilateral
presentan el asta de Ammon y fascia dentada con variaciones en la
estructura celular con arreglo a los animales controles, si bien éstas
no son tan expresivas como en el caso de los animales que han sido

Fic. 1. — Corte' transversal del cerebro de rata normal, mos-

trando el hipocampo. Nétese las demarcaciones del asta de Am-

mon y fascia dentada, segin la terminologia de Vocr. Kliiver-
Barrera. 50 X.

sometidos a hambre y sed durante espacios prolongados de tiempo.
Junto a neuronas con sus caracteristicas morfologicas y apetencias
tintoriales muy semejantes a los controles se observa en el asta de
Ammon de los animales sometidos a dieta glucidica durante un mes
(fig. 3) neuronas alargadas, estrechas y poco uniformes en sus con-
tornos, que se prolongan mediante una gruesa dendrita y que se tifien
masivamente por el luxol-fast-blue.

Dieta completa y de hambre y sed. — Estas observaciones que
hemos apuntado para los animales de dieta glucidica adquieren en
el asta de Ammon de animales sometidos a hambre y sed su maxima
fuerza expresiva, observandose como entre las pocas neuronas de apa-
riencia normal, que en la coloracién de Kliiver-Barrera aparecen sus
protoplasmas tefiidos por el violeta de cresilo, se observan grupos
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Fia. 2

Fic. 3

Fic. 2. — Detalle de la zona h, del asta de Ammon control mos-
trando el estrato de células piramidales. Obsérvese la uniformi-
dad de coloracién con el violeta de cresilo, de sus protoplasmas
y nucléolo, mientras el nudcleo destaca en claro. Kliiver-Ba-
rrera. 125 x.
Fic. 3. — Detalle de la zona h, de Ammon en un animal some-
tido a hambre y sed 7 dias. Obsérvese c6mo las células hiper-
cromdticas tefiidas por el luxolfast-blue se ven en ntmero
creciente como signo de una profunda alteracién allocortical.
Compdrese este aspecto con el de la fig. 2. Kliiver-Barrera. 125 X .

masivos de células arrugadas e hipercromaticas, impregnadas por el
luxol-fast-blue.

Nunca llega a ser completanla desaparicion de los elementos nor-
males, aun en las fases premortales pueden observarse elementos neu-
ronales intactos y puede asegurarse con caracter de constancia que
esa hipercoloracion de las células no afecta uniformemente a todas
las areas allocorticales, sino que se distribuye topograficamente por

4 - AN. ANAT.
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algunas zonas de h, de Ammon y fascia dentada, donde las células
hipercromaticas son casi la totalidad.

Estas alteraciones celulares observadas a nivel de los allocortex
se dan en otros territorios del sistema nervioso central, aunque no
con la intensidad que aqui las hemos descrito.

Hemos revisado en nuestro material algunos ntcleos hipotalami-
cos, tanto en hipotalamo anterior como en hipotalamo posterior, ob-
servando en los animales experimentales tratornos celulares de este
tipo.

Quiza el mayor contingente de estas células hipercromaticas pue-
da concretarse en los ntcleos supradptico y paraventricular del sis-
tema hipotalamico-neurohipofisario y en los ntucleos arcuato y ven-
tromedial del hipotalamo (fig. 4).

Fic. 4. — Hipotdlamo de rata: a) control, b) animal experimen-

tal, sometido una semana a hambre y sed. Obsérvense células

hipercromadticas tefiidas intensamente con el luxolfastblue a
_nivel del ntcleo ventromedial. Kliiver-Barrera. 125 x.
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Es curioso que las alteraciones celulares hipercromaticas observa-
das en estos nucleos no solamente se cifian a las neuronas, sino tam-
bién a la glia ependimaria del IIT ventriculo (fig. 4), en cuyas paredes
se aprecian imagenes semejantes a las descritas en los nucleos, 0
anteriormente en el asta de Ammon.

Las imagenes obtenidas de las zonas allocorticales mediante la
técnica de Timm (fig. 5) para detectar metales pesados responden
s0lo parcialmente a las alteraciones celulares encontradas con el
meétodo de Kliiver-Barrera.

Fic. 5. — Corte transversal del encéfalo. Rata control. Determi-
nacién de metales pesados. Técnica de Timm. Obsérvese el con-
traste selectivo del asta de Ammon y fascia dentada. 25 X.

En los animales de dieta glucidica encontramos solamente una
disminucioén del precipitado de sulfuro de zinc en asta de Ammon
y fascia dentada con arreglo a los animales controles, disminucion
que es uniforme en todo el territorio y que en nada recuerda las
alteraciones celulares de caracter parcelario descritas mas arriba.

El hambre y la sed, sin embargo, dan una gran variacién en el
contenido en metales pesados, y aunque la imagen macroscopica en
poco se diferencia de los animales controles (fig. 6 b), pues el conte-
nido en zinc en las zonas fibrilares es semejante, como muestran las
figuras 7a,b, al detenerse en la observacion de las células pirami-
dales a mayores aumentos (fig. 8 a,b) observamos como el fino pun-
teado de sulfuro de zinc disperso uniformemente en el citoplasma
de las neuronas normales (fig. 8 a) ha desaparecido por completo en
el caso de los animales sometidos a hambre y sed (fig. 8 b). Esta di-
ferencia es igualmente expresiva en las zonas h,, h, h, del asta de
Ammon.
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F1c. 6. — Detalle del hipocampo. Técnica de Timm. a) Normal,

b) Experimental de hambre y sed (7 dias). Obsérvese la mani-

fiesta disminucién en este tltimo del precipitado de sulfuro
de zine. 125Xx.

El resto de la corteza, tanto antigua como nueva, asi como los
nucleos hipotalamicos a que antes hicimos alusién, no muestra en los
animales experimentales con la técnica de Timm ninguna variacion
expresiva.

Pancreas

La relacion existente entre el alto contenido en zinc de los allo-
cortex y algunas partes del sistema endocrino, y concretamente con
los islotes pancreaticos, queda de manifiesto en nuestro material,
donde con la técnica de Timm se observan variaciones fundamentales
en el contenido y reparto de los metales pesados en el pancreas en-
crino.
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a b

Fic. 7. — Detalle del hipocampo. Técnica de Timm. a) Rata normal.

b) Experimental sometida 7 dias a hambre y sed. Obsérvese (flecha)

el distinto contenido en zinc en la zona h, del asta de Ammon, y de
la fascia dentada. 125 x.

En los animales controles encontramos irregularmente dispersos,
y en material de rata algo mas concentrados en la cola del pancreas,
islotes de Langerhans que presentan una coloracién intensa y unifor-
me debida al precipitado de sulfuro de zinc (fig. 9a,b). No obser-
vamos en la mayor parte de estos animales diferencias expresivas
entre las células alfa y beta, aunque en algunos islotes las células
alfa reaccionen con algo mas fuerza.

En los preparados histolégicos de los animales carenciales se ob-
servan alteraciones de las células beta, dando disminucién de su ape-
tencia tintorial, vacuolizacién citoplasmatica y abundantes ntcleos
picnéticos. En estos mismos animales la reaccién de Timm muestra
una marcada diferencia en el contenido en metales pesados entre
ambos tipos celulares: mientras las células beta han perdido prac-
ticamente su positividad a la reaccion, las células alfa, formando una
corona alrededor de las beta, enmarcan el islote fuertemente impreg-
nadas (fig. 9a’,b’). Es dificil dar una norma de constancia en el com-
portamiento del pancreas endocrino, en lo que se refiere a variaciones
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de tamaiio, pues a pesar de haber visto diferencias volumétricas en
algunos islotes, los resultados no son estadisticamente significativos.
Esta misma dificultad resta valor a algunos de lo hallazgos en re-
lacién con el reparto y coloracion de las células alfa y beta sobre las
que dificilmente puede hablarse de verdaderas modificaciones con
caracter de constancia.

Solamente la técnica de Timm permite visualizar diferencias en
el pancreas endocrino de los animales experimentales en el sentido

b

Fic. 8. — Detalle de la figura 7, mostrando el estrato piramidal

de la zona h, del Ammon. a) Normal. b) Animal sometido a

hambre y sed 7 dias. Obsérvese en el animal control cémo el

precipitado de sulfuro de zinc rellena materialmente los cuer-

pos de las células piramidales. Né6tese la diferencia con el ani-

mal experimental, donde la granulacién de la reaccién de Timm
ha desaparecido por completo, 320 x.
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FiG. 9. — Pancreas de rata. Reaccién de Timm. a) y b) Animal control

en diversos aumentos. Obsérvese la uniformidad de la reaccién en el

islote de Langerhans. Compdrese la diferencia con a’) y b’) corres-

pondientes a un animal sometido a hambre y sed por espacio de 10

dias, observando en éste la actividad selectiva de las células alfa.
125 y 1.250 X, respectivamente.

de una mayor actividad funcional en las células alfa dispuestas peri-
féricamente (fig.9a’, b’).

La dieta exclusivamente glucidica produce modificaciones en el
islote en el sentido de conservar la actividad de las células beta ele-
vandose ligeramente el contenido metalico de las células alfa, aun-
que nunca sin presentar éstas una impregnation tan intensa como
en los animales de hambre y sed.

Hipdéfisis

En el material de rata hemos comprobado en Iébulo anterior un
aumento de células acidofilas, de preferencia en la parte central de
este 16bulo, asi como un aumento de la vascularizacion.

Hemos observado en los animales experimentales (fig. 14 b, c) un
aumento del coloide existente en la caverna hipofisaria, asi como
una disminucion en el volumen de la pars intermedia a costa de
haber decrecido el tamanio de sus células y nucleos, algunos de los
cuales se encuentran en estado de picnosis. Observamos asimismo
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como existen zonas en las que la membrana basal y el epitelio ger-
minativo son poco aparentes, quedando algunas zonas de la pars in-
termedia vacias practicamente de elementos celulares. Existe todavia
una causa mas que motiva la reduccién de pars intermedia, y son las
frecuentes “emigraciones baséfilas” que abandonando la pars inter-
media penetran en forma de trayectos infundibuliformes en el in-
terior del 16bulo posterior. Estas emigraciones pueden a veces produ-
cirse “en banda” en aquellas 4areas donde se observan soluciones de
continuidad de la membrana basal.

En contraste con estas emigraciones baséfilas podemos decir que
en los animales carenciales la ligera basofilia que presentan las cé-
lulas normales de la pars intermedia se va trocando paulatinamente
en acidofilia, y que ésta llega a ser intensa en los estadios premor-
tales.

El lobulo posterior de la hipofisis sufre un cuadro de transforma-
cién progresiva, produciéndose un aumento gradual de su volumen
a expensas de varias circunstancias:

a) Aumento del ntiimero de vasos.

b) Aumento de su contenido celular a expensas de las citadas
“emigraciones basofilas” del l6bulo intermedio y fundamen-
talmente a expensas de la proliferacion glial, ya que a me-
dida que avanza el trastorno carencial se aprecian cada vez
mas “mitosis” en los pituicitos”.

En contraste, y como consecuencia de este estado progresivo del
lobulo posterior, se aprecia en los preparados de Gomori y Gabe una
disminucién de la neurosecrecion, desapareciendo en una primera
fase la neuronosecreciéon en pequefias gotas, para, en una fase final,
palidecer las grandes gotas de neuronosecrecién, acabando en los
estadios finales (dos semanas de hambre y sed) por no poder obser-
varse apenas material neurosecretor en dicho lébulo.

Estas transformaciones son, si cabe, mas expresivas en material
de gato, donde asistimos a las mismas alteraciones que hemos des-
crito para la rata, pero donde la superficie de contacto juega un papel
mayor, ya que la representacién de la pars intermedia en este animal
tiene una marcada categoria (fig. 10).

Junto a-la disminucién de la neuronosecrecion en el tallo hipo-
fisario y lébulo posterior de la hipofisis, en los animales carenciales
observamos una reduccién de la pars intermedia, en la que ademas
de notarse una falta de actividad de la capa germinal, y una dismi-
nucion del volumen citoplasmatico y nuclear de sus células, se apre-
cia la casi total desaparicion de los quistes, en toda la superficie
mas ventral de la pars intermedia.

Hemos observado igualmente que en el caso de la rata, emigracio-
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nes basofilas hacia el interior del 16bulo posterior, y como aumenta
en el caso del gato, el contenido celular de la hipoéfisis nerviosa por
esas emigraciones basofilas, ya que aqui el mecanismo de aumento ce-
lular por proliferacion de los pituicitos resulta excepcional, pues
aunque hemos observado en nuestro material imgénes sospechosas
de mitosis, nunca han sido tan expresivas y numerosas como en el
caso de la rata. Asimismo la congestion del 16bulo posterior en 1a rata
alcanza mayor intensidad que en el gato.

Fic. 10. — Aspecto panordmico y detalles de 1a hipéfis's del gato en
condiciones normales. (a, b) y experimentales (a’, b’). Obsérvese el
aumento del tamafio del 16bulo posterior en los animales carenciales,
la disminucién de la pars intermedia y la desaparicién del material
neurosecretor. Gomori. 25 y 50X, respectivamente.

Epitilamo y érganos circunventriculares

Modificaciones expresivas las encontramos en el ntcleo de 1a habé-
nula, donde en las coloraciones por el método de Kliiver-Barrera, apa-
recian células arrugadas, hipercromiticas y de nucleos picnéticos, que
aumentan a medida que el trastorno carencial se acentua.

En la habénula de la rata, a partir del décimo dia de hambre y
sed (fig. 11b) se aprecian claramente dos zonas en su estructura
celular:

a) Una zona medial, yuxtaependimaria con células alteradas te-
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Fi1c. 11. — Ganglio de la habénula. a) Animal control. b) Animal

sometido a hambre y sed 10 dias. Kliiver-Barrera. N6tese ¢c6mo

las neuronas luxol-fast-blue positivas en el animal experimental

estdn ocupando masivamente la mitad medial de dicho nitcleo.
50 y 125 X, respectivamente,

F1c. 12. — Organo subfornical. Rata: a) animal control; b), ani-
mal sometido 7 dias a hambre y sed. Nétese el aumento de las
células en este ultimo, Kluver-Barrera. 125 x.
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fiidas intensamente por el luxol-fast-blue, alteracion que com-
parte el epitelio ependimario.

b) TUna zona lateral o externa, que aunque sus elementos no con-
serven absoluta integridad, siguen tifiéndose por el violeta de
cresilo, como ocurre en todas las zonas de habénula de los
animales controles.

También el 6rgano subfornical (fig. 12) se modifica en los animales
carenciales, aumentando su contenido celular y sobre todo su acti-
vidad enzimatica (deshidrogenasas). El 6rgano subcomisural mani-
fiesta escasas variaciones en circunstancias carenciales.

Suprarrenal

La suprarrenal (fig. 13 a, b), 6rgano en el cual las transformacio-
nes progresivo-regresivas son ya clasicas, manifiesta en los animales

Fig. 13. — Visién panordmica de la gldndula suprarrenal. a) Rata

control. b) Rata sometida a hambre y sed 7 dias. Obsérvese en

esta ultima la desaparicién de la capa glomerular, asi como el

aumento de vascularizacién, tomando la glandula un aspecto
progresivo. Método de Martins. 125 X.

carenciales su méaxima fuerza expresiva, apreciandose diversas alte-
raciones q}‘;’e* reéeﬁaremos por el siguiente orden:

a) Disminucion de los cristales birrefringentes de colesterina a
la luz polarizada, concentrandose los ultimos actimulos en el
centro de la capa fascicular.

b) Diferente aspecto tintorial de la glomerular.
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¢) Aumento del tamafio de la capa fascicular, donde se aprecian
células con protoplasmas esponjosos y nucleos aumentados de
tamaiio.

d) Aumento de la vascularizacién a nivel de la corteza suprarre-
nal en todos sus estratos y principalmente a nivel de la fas-
cicular, donde se aprecian congestiones intensas e incluso pe-
queilas hemorragias.

Testiculo

La gonada de los animales carenciales presenta siempre una ima-
gen regresiva expresada en las siguientes transformaciones:

a) Disminucion macroscopica del tamafio Yy peso glandular.

b) Marcada disminucién de su vascularizacion.

c) Detencion de la espermatogénesis a nivel de los tubos semi-
niferos.

d) Degeneraciéon bajo distintas formas anatomopatolégicas de los
tubos seminiferos.

e) Hipolrofia de los islotes intersticiales y sus vasos satélites.

f) Sustitucion conjuntiva de los espacios intersticiales y de los
tubos degenerados.

El corte de testiculo del animal testigo (fig. 14) nos muestra la
clasica disposicién de los tubos seminiferos; se aprecia en cada uno
de los tubulos las sucesivas mitosis de la cadensa celular que condu-
ce al espermatozoide, y en la luz del tubo, en mayor o menor cuantia
(casi siempre abundantes), el remolino de colas de los espermatozoi-
des rellenando practicamente la cavidad.

En los animales carenciales se observa disminucién en las mitosis
de la pared tubular, con la consiguiente disminucién del ntumero de
espermatozoides maduros, pero lo que mas intensamente se afecta
son las células de Sartoli, que presentan una rapida degeneracion ya
en los primeros tiempos del trastorno carencial. Es 16gico que tras la
destruccion de la célula nodriza o de sostén se desencadene una es-
permatogénesis alterada estructural y funcionalmente, e incluso que
ésta tienda a desaparecer.

<

Fic. 14. — Corte de testiculo. a) Rata control. Obsérvese la regular disposi-
cién de las espermatogonias distribuidas en hileras y los numerosos esper-
matozoides contenidos en el interior del tibulo. b) Rata sometida a hambre
¥ sed por espacio de 10 dias. Obsérvese el aspecto degenerativo de los tdibu-
los en forma de agregados multivesiculares. c¢) Rata sometida 14 dias a
hambre y sed, donde se observan zonas destruidas rellenas de conjuntivo
proliferante, asi como la detencién completa de la espermatogénesis. Método
de Martins. 320x.
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En los estadios finales se observan zonas en el testiculo, en que la
estructura tubular sufre una degeneracion, a base de grumos hiali-
nos con un gran material de células descamadas que obtura las luces
de los tubos. Algunos de éstos han perdido completamente su es-
tructura e incluso la basal que los contenia ha perdido continuidad,
dejando huecos por haber sido removido el material, al que sustituye
una intensa proliferacion conjuntiva (fig. 14 c).

En estadios avanzados hemos observado una especie de degenera-
cién tubular con produccién de cuerpos multivesiculares aglutinados
por una sustancia hialina homogénea (fig. 14 b).

Estos cuerpos se encuentran en numero de cinco a diez por plano
de corte en muchos de los tiibulos seccionados, y aunque no le pode-
mos dar caracter de constancia, representa en algunos casos la for-
ma de degenerar las gonadas. Lo corriente, sin embargo, es la pro-
duccién de grumos hialinos tras la degeneracion de las células de
Sertoli, desapareciendo lentamente el dispositivo regular esperma-
togenético, la organizacion del tubo en general, pasando luego a la
eliminacion de los restos celulares, y a la proliferacion conectiva,
con el fin de sustituir el tejido noble destruido (fig. 14 ¢’).

Tiroides

El tiroides en el trastorno carencial (fig. 15 b) sufre desde las pri-
meras fases una transformacion progresiva, determinada por los da-
tos observados por KRACHT y que se resumen en nuestro material:

a) Aumento del volumen de las vesiculas coloides en toda la ex-
tensién del parénquima tiroideo, pero fundamentalmente en
la periferia-de la glandula.

b) Aumento del contenido coloide en el interior de las vesiculas;
el coloide se hace mas denso y se tifie mas fuertemente por
la parte basica de los tricromicos. e

c) Aplanamiento de las células del epitelio fohcular desapare-
ciendo las mitosis y en algunos casos haciéndose el proto-
plasma tan escaso que éste se reduce a la altura de sus nucleos.

d) Presencia en el interior de los foliculos de elementos descama-
dos con escaso citoplasma, arrugados, con nucleos en fass
degenerativa o incluso sin ellas.

e) Disminucion constante de la vascularizacion de la glandula,
sobre todo en las fases finales.

En material de gato se observa en un tanto por ciento bastante
elevado, de los casos carenciales, que el interior de algunos foliculos
se halla ocupado por células cuyas caracteristicas no parecen incluir-
las dentro de las células descamadas que antes citdbamos.
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a b

Fic. 15. — Aspecto del tiroides de rata. a) Animal control. b) Rata
sometida 10 dias a hambre y sed. Obsérvese en el animal experimen-
tal el aspecto regresivo del tiroides. Método de Martins. 320 x.

Rinién

En el rifion de los animales carenciales, a diferencia de los con-
troles, que muestran una uniforme actividad fosfatasica en toda 1a
corteza (fig. 16 a), se observan dos zonas corticales claramente de-
limitadas: mientras la cortical superficial conserva integramente su
actividad fosfomonoesterasica, la yuxtamedular carece practicamente
de actividad (fig. 16 b); quedan en ésta solamente algunos tubulos
ligeramente positivos.

Queremos expresar las diferencias existentes entre las dos especies
que hemos manejado, pues mientras en el material de gato el glo-
mérulo es claramente positivo a la reaccion, en el material de rata

esta parte de la nefrona no muestra actividad enziméatica de nin-
gun tipo.

Osificacion

El trastorno carencial, ademas de producir transformaciones en
distintos estratos de la esfera endocrina, produce alteraciones en
funciones de caracter general, maxime cuando se trata de animales

en periodo de crecimiento. El analisis de preparados correspondientes
a columna vertebral de ratas sometidas a dieta carencial completa



268 ANALES DE ANATOMIA

muestra alteraciones fundamentales en osificacion, no solamente his-
tologicas, sino también histoquimicas, en lo que se refiere a las va-
riaciones de contenido en fosfatasa alcalina.

En los preparados tefiidos por el método de Martins (fig. 17 a, b),
aparte de observarse una disminucién global del tamafio de los cuer-
pos vertebrales se observa un retraso en la proliferacion cartilagi-
nosa, que hace que desaparezca la ordenacion de las células colum-
nares, deteniéndose asimismo gl proceso de invasion mesenquimatosa
y reduciéndose la produccion de trabéculas. Se observa entre las la-

a b

F1c. 16. — Corteza renal de rata adulta. Fosfatasa alcalina. Mé-
todo del Ca-Co de Gomori. a) Animal normal. b) Animal some-
tido una semana a hambre y sed. Obsérvese en este ultimo la
distribucién de la actividad fosfatasica en dos zonas: la cortical
superficial con gran actividad y la yuxtamedular inactiva.

gunas medulares y las células en columna una especie de barrera
donde las células situadas transversalmente muestran citoplasmas
arrugados y nucleos picnéticos antes de que sean englobados por el
proceso mesenquimatoso (fig. 17 a’).

El centro del cuerpo no muestra espacios, sino que corresponde a
un mazacote celular sin ordenaciéon trabecular alguna conteniendo
escasos vasos.

En los preparados teiiidos por la aldehido-fuchsina (fig. 17 b, b’)
se observa como en los animales controles (b) existe un limite neto
marcado por la diferencia de coloracion entre la zona proliferativa
del cartilago y la zona de invasion vascular, a diferencia de lo que
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b,v

Fic. 17. — Osificacién en cola de rata, segmento proximal. a y b)
Rata de 10 dias. a’ y b’) Rata de 10 dias sometida 3 a hambre
v sed. Método de Martins y aldehido fucsina de Gabe (b y b’).

ocurre en los animales experimentales (b’), donde la coloracion es
practicamente uniforme en todo el cuerpo vertebral.

Una diferencia fundamental se observa en la constitucion del dis-
co intervertebral, sobre todo en lo que a su parte pulposa se refiere.
En los preparados teﬁidqs por aldehido-fuchsina (b) el nucleo pul-
poso muestra en los animales controles células positivas tanto en la

5 - AN. ANAT.
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Fic. 18. — Segmento proximal de cola de rata de 10 dias. a y b)

Animales controles. a’ y b’) Rata de 10 dias sometida 3 a ham-

bre y sed. Nétese la distinta distribucién de la actividad fos-
fatasica. 50 y 125 x.

periferia formando una especie de hilera matriz, como en el centro,
donde se observan una serie de elementos flotando en pleno ntcleo
pulposo. En el animal carencial no se observan apenas elementos
aldehido-fuchsina positivos.

st
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Con la técnica de la fosfatasa alcalina del calcio-cobalto de Go-
mori-Takamatsu se observan variaciones en lg actividad fosfatasica
alcalina en los cuerpos vertebrales (fig. 18). Asi, en los animales con-
troles (a y b) se observa cémo la marcada actividad existente en la
zona que se esta osificando se detiene bruscamente en el limite pro-
fundo de las células en columna, mientras que en los animales ex-
perimentales (2’ y b’) hay un transito casi insensible entre cartilago
y hueso.

Aparato de la vision

El globo ocular sufre transformaciones a lo largo del proceso ca-
rencial, que se manifiestan de una forma crénica a nivel de todos
sus componentes, pero que adquieren mayor expresividad a nivel de
la cornea. La cérnea, que en las preparaciones tefiidas por hematoxi-
lina-eosina presentan en animales carenciales una creciente altera-
cién de su epitelio anterior, expresada por arrugamiento de sus ele-
mentos celulares, pérdida de su estructura compacta, picnosis de sus
nucleos y finalmente multitud de huecos en su estructura, recordando
elementos celulares desaparecidos; este tejido muestra alteraciones
mucho mas notables en las preparaciones tefiidas por la técnica de
PAS (fig. 19), donde ademéas de manifestarse las lesiones indicadas,
se observa una creciente PAS positividad de 1a membrana de Bowman
que contrasta con una degeneracion gradual de las células pedales
y un aumento creciente de la positividad en el tejido propio de la
cornea, que pierde su ordenacion reticular caracteristica, para hacerse
mas compacta e irregular.

Las clasicas lesiones corneales por avitaminosis no han sido ob-
servadas en las corneas de los animales sometidos a nuestras dietas
carenciales, ya que posiblemente el periodo de alrededor de un mes
que dura el experimento es tiempo insuficiente para la aparicion de
una lesién anatomopatologica de esta categoria.

A nivel del angulo iridocorneal y en el espesor del iris se apre-
cian acumulos meldnicos que varian del animal normal al animal
experimental, observandose en éste disminuciones de la cantidad de
pigmento, tanto en el angulo como en el revestimiento posterior
del iris.

En los preparados determinando fosfatasas alcalinas, se observa
en el animal control una actividad que se confunde con la zona pig-
mentada del iris, mientras que en el animal experimental la reaccion
difunde a través del estroma, concretandose alrededor de los nume-
rosos vasos de esta estructura.
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a
b
c
Fic. 19. — Detalle de la cérnea mostrando su epitelio anterior. Membrana

basal y tejido propio. a) Gato adulto, control. b) Animal sometido a dieta

glucidica. ¢) Animal sometido a hambre y sed. Obsérvese la degeneracién

del epitelio, los cambios en la basal anterior y el aumento de reaccién del
tejido propio. Método de PAS. 320 x.

PR

T
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Discusion

Al contrastar los resultados del presente trabajo con las observa-
ciones existentes en la bibliografia, pretendemos hacerlo en el orden
en que han sido expuestos en el capitulo anterior, haciendo notar
que en cada uno de los apartados existen hechos que concuerdan o
difieren con los resultados de otros autores y a la vez aportaciones
de caracter personal que consideramos originales, en tanto que no
figuran en la bibliografia consultada por nosotros.

De esta manera concordamos con OTsUkRA y col. (1962-65), OTsura
e IeaTa (1968), en el reparto topogrdfico de los metales pesados en el
hipocampo, como se deduce parcialmente ya de los trabajos de MASKE
(1955), FLEISCHHAUER y HORSTMANN (1957) y Timm (1958 a, b). Relacio-
namos nuestros resultados con los de SarraT (1968-69-70), donde se
habla de las variaciones de estos iones metalicos en animales caren-
ciales y puntualizamos en sentido original, que son areas de la fascia
dentada y concretamente el campo h, del asta de Ammon, donde
estas variaciones son mas significativas. Resulta curioso céomo en la
arborizacion dendritica de la capa piramidal, el contenido en zinc
detectado por la técnica de Timm, no demuestra practicamente va-
riaciones en los animales experimentales y sin embargo, a grandes
aumentos, se observa una absoluta degranulacién metalica de las pi-
ramides en estos animales. Quizas pudiera interpretarse este hecho
como que la capa piramidal, que por tener un metabolismo mas ac-
tivo, es la que primero responde a la exigencia metabdlica, decre-
ciendo su contenido metalico antes de que reaccionan, al menos Vi-
siblemente, el resto de las capas blancas. Es conocida la incorpora-
cion del ion zinc a diversos sistemas enzizmaticos y, por lo tanto, no
es de extrafiar que varie en relacién con la mayor o menor actividad
de éstos .

De otra parte, resulta muy interesante la correlaciéon existente
entre el asta de Ammon y el pdncreas endocrino en lo que a conte-
nido en zinc se refiere y que es simplemente una expresién mas de
la capacidad de correlaciéon del sistema endocrino. El comportamiento
del pancreas insular pudiera interpretarse en el sentido que al ir
entrando el animal en el proceso carencial, va haciendo cada vez
una hipoglucemia mas marcada, que obliga a poner a disposiciéon la
reserva glucogénica del higado. Para lograr esto es preciso una se-
crecion de glucagén. Cuando el animal en fases premortales ha ago-
tado toda su reserva hepatica se produciria un sobreestimulo de las
células alfa para intentar mantener la glucemia, determinando en
ellas una actividad enzimatica extraordinaria que traeria en con-
secuencia su alto contenido de zine, que nosotros observamos con
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caracter de constancia. Si bien es verdad que en algunos animales
también las células alfa presentan un mayor contenido en zinc que
las beta, no lo es menos que nunca son las diferencias tan acusadas
como en los animales experimentales.

Este sentido de correlacién que nos da la técnica de Timm entre
allocortex y pdncreas endocrino, en lo que a contenido de metales
pesados se refiere, es avalado por las técnicas histologicas corrientes,
pues SARRAT (1968) expone alteraciones celulares en el hipocampo
relacionables con falta de apetencia tintorial a la fuchsina acida en
el método de Martins, por parte de las células alfa del pancreas, en
animales sometidos a hambre y sed. En este sentido queremos llamar
la atencién sobre la utilidad del método de Kliiver-Barrera en tanto
que las células de los substratos estudiados por nosotros son capaces
de variar su apetencia tintorial. Asi, en los resultados descritos en el
asta de Ammon de los animales carenciales, células hipercronicas,
que han tomado masivamente el luxol-fast-blue, cuando las neuronas
piramidales normales se colorean exclusivamente por el violeta de
cresilo. Este hecho, sefialado por SaARRAT (1968), lo relacionamos con
posibles estados funcionales o disfunciones de las neuronas, maxime
cuando SMITH-AGREDA, J., v FERNANDEZ-ORTEGA (1969-70), han visto, al
estudiar la maduracion de los centros nerviosos, coOmo Sus neuronas
en desarrollo pasan por distintos estadios de apetencia tintorial, re-
lacionables posiblemente con su grado de funcionalismo.

A nosotros este dato de la “apetencia tintorial cambiante” nos ha
servido para hallar nuevas correlaciones del allocortex en situaciones
metabolicas carenciales, y asi, el haber observado neuronas arruga-
das e hipercromaticas luxol-fast-blue positivas a nivel del ntecleo
de la habénula, ntcleos neurosecretores supraoéptico y paraventricular
y sobre todo nicleo ventromedial del hipotdlamo y en las células
ependimarias del tercer ventriculo a la altura de este nucleo; hace
suponer que todas estas zonas estan relacionadas funcionalmente,
pues su respuesta es especifica y simultanea ante el trastorno de me-
tabolismo. De hecho, abundante bibliografia apoya la funcién regu-
ladora de la ingesta del citado nucleo hipotalamico.

El tratar de las colonias basofilas en pleno lébulo posterior hipo-
fisario de los animales carenciales nos obliga a relacionar este dato
con aquellas bibliografias clinicas que demostraban esa invasiéon del
l6bulo posterior en pacientes fallecidos con graves trastornos meta-
bolicos (eclampsia, uremia, intoxicaciones, comas, etc.), como descri-
bieron en su dia ANSELMINO, HOFFMANN (1931), BuTNERR (1935), PHILIPP
(1935), LEARY y ZIMMERMANN (1937).

Otro punto a tener en cuenta son las transformaciones de los
organos circunventriculares y en concreto del organo subfornical, en
el que ya PaLkovITS (1966) habia demostrado un aumento significativo
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del volumen nuclear de sus células en animales sometidos a dietas
salinas (CINa al 2 9 como agua de bebida). En este mismo sentido,
SARRAT (1968) comprobdé histoquimicamente el papel osmorrecepior
del 6rgano subfornical al demostrar una franca elevacion de su con-
tenido en glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en las neuronas cuando
los animales eran sometidos a hambre y sed. Nosotros observamos
como también histologicamente se puede comprobar el aumento de
células y el aumento, asimismo, del volumen nuclear y citoplasmatico
en estas condiciones de trastornos metabélicos.

En los datos regresivos de la gomada nos ha llamado la atencion
en los ultimos estadios de hambre y sed como se destruye la organi-
zacion tisular seguida de una sustituciéon conectiva, y queremos hacer
notar cémo el proceso carencial afecta lo primero de todo a las cé-
lulas de Sertoli y solamente a posteriori se desorganiza la esperma-
togénesis. En ultimo lugar afecta la parte endocrina del testitulo.

Los resultados referentes a osificacion nos expresan fundamentai-
mente que el trastorno carencial, ademas de tener una serie de pun-
tos primarios especificos de actuacion, tiene acciones inespecificas de
detencion de crecimiento, de disminucién del contenido en fosfatasa
alcalina, etc., con las que se llega a influir sobre la totalidad del
organismo. :

Al revisar el material del aparato visual hemos comprobado como
experimentalmente se puede llegar a reproducir en cierto modo las
lesiones de la clinica a nivel de céornea, y aunque no hemos conse-
guido tipicas ulceraciones corneales, si se aprecia la destruccion gra-
dual del epitelio en los animales carenciales, y pensamos que el
tiempo relativamente corto de la experiencia es la causa de que no
se llegue por completo a las lesiones tipicas de la clinica humana
(MOORE, 1957; BRUCE, 1960; DENNING y SPALTER, 1960; Mc. LAREN, 1963).

Conclusiones

12 Las alteraciones metabolicas experimentales producidas por
carencia determinan transformaciones de los allocortex (asta de Am-
mon y fascia dentada) expresadas en las variaciones tintoriales de
sus neuronas y en una disminucién de su contenido en metales pe-
sados. El método de Kliiver-Barrera detecta estas transformaciones
al tomar las neuronas el luxol-fast-blue en lugar del violeta de cre-
silo. Este fenomeno de la “apetencia tintorial cambiante” es el indice
que sefiala la capacidad y el grado de reaccion de cada zona, resul-
tando ser las de mas alta capacidad reactiva el h, del asta de Am-
mon y la parte alta de la fascia dentada.

2* El asta de Ammon y fascia dentada presentan, entre otras,
estrechas relaciones funcionales con epitdlamo, organos circunven-
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triculares e hipotdlamo, afectindose simultaneamente ante el proceso
carencial, el ganglio de la habénula, sobre todo en su parte alta
yuxtaependimaria, los plexos coroideos, el OSF y el nicleo ventro-
medial, a nivel de cuyas estructuras se observan neuronas luxol-fast-
blue positivas de caracter reactivo.

3.* El trastorno carencial determina en hipocampo y pdncreas
endocrino, en lo que a contenido en zinc se refiere, transformaciones
paralelas reveladas por la técnica de Timm, pues desaparece este ion
metalico simultdneamente del protoplasma de las células piramidales
del- Ammon y de las células beta del pancreas, incrementandose el
contenido de las alfa, haciendo pensar en una posible relacién de
ambas estructuras como reguladores metabélicos.

4* Las transformaciones concomitantes del asta de Ammon e
hipotalamo en los animales experimentales pone de relieve su papel
conjunto en el control de funciones metabolicas alteradas en la cli-
nica humana, cuando se lesionan estos substratos (rabia, eclampsia,
lesiones traumaticas accidentales o quirtrgicas del diencéfalo).

5 La reaccion general de todo el sitema endocrino g lo largo de
nuestra experiencia carencial avala una vez mas la existencia de in-
teracciones reciprocas entre todos los substratos analizados.

Resumen

Se realiza un estudio sistemadtico de las transformaciones progresivo-
regresivas de diversos substratos neuroendocrinos y viscerales bajo el in-
flujo de trastornos metabélicos experimentales producidos por dietas de
tipo carencial, parciales o completas.

Llama la atencién bajo estas circunstancias las alteraciones de los allo-
cortex (hipocampo) a base de modificaciones en la capacidad tintorial de
sus células, y variaciones del contenido en metales pesados de estas cor-
tezas antiguas. Algunas dreas de la fascia dentada, y en especial la zona h,
del asta de Ammon, se manifiesta como las dreas allocorticales de maxnna
capacidad reactiva ante el trastorno carencial. Se aprecia una estrecha re-
lacién entre estas alteraciones allocorticales y las observadas a nivel de los
nucleos neurosecretores y ventromediales del hipotdlamo, de tanto valor
éstos en la regulacién de la ingesta. Es significativa la variacién en el con-
tenido en iones de metales pesados (Zn, Cu, Fe) en los allocortex caren-
ciales, en relacién con transformaciones del pancreas endocrino de alto
contenido en zinc como es sabido.

Es notable la reaccién del epitdlamo y érganos circunventriculares al
proceso carencial y sobre todo a la deshidratacién, que hace adoptar al
organo subfornical un aspecto de transformacién progresiva proporcionada
al grado de aumento de presién osmoética del medio interno.

El resto de la esfera endocrina reacciona como es cldsico al alarmigeno
carencial, de la forma como se describié en su dia la dindmica de la su-
prarrenal, tiroides, gonadas (SELYE, TonuTTi, KRACHT, MUSCHKE), aunque Se
precisan en el trabajo a nivel del tiroides y gonadas particularidades ori-
ginales que matizan la dindmica de estos érganos.
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Queremos resaltar que la mayor parte de las transformaciones descritas
son reversibles y tanto mds rapidamente cuanto menos avanzado se en-
cuentra el trastorno metabdlico.

Summary

The experimental metabolic alterations produced becouse of a carencial
motiv, determine transformations of the allocortex, archicortex and also
of the circunventricular organs including the epithalamus and hipothala-
mus. These alterations have some relations with the ones in pancreas,
adrenal-Glands, thiroids and genitals, this shows us the relations between
the studied subjets.

Zusammenfassung

Die durch Stress zur Experimentation erzeugten Stoffwechselstorungen,
bestimmen Verdnderungen der Allokortex und Archikortex sowie der um-
gebenden ventrikuliren Organe einschliesslich des Epithalamus und Hypo-
thalamus. Zwischen diesen Veranderungen besteht eine gewisse Relation,
sowie, mit denen des Pankreas, Nebenniere, Schilddriisen und Genitalien,
was zur besseren Kenntnis der Interrelation des studierten Substrats
beitragt.

Resumé

Les troubles métaboliques expérimentaux produits par carence, déter-
minent des transformations des allocortex et archicortex, ainsi que des
organes circunventriculaires y compris I'épithalamus et I’hypothalamus.
Ces altérations gardent entr’elles un certain rapport, de méme qui avec
celles du pancréas, surrénal, thyroides et génitaux, ce qui nous apporte
une meilleure connaissance des rapports du substrat étudié.
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APORTACIONES AL CONOCIMIENTO DE LA ULTRA-
ESTRUCTURA DEL ALLOCORTEX AMMONICO *

Por

E. FERRES-TORRES

E L allocortex ammoénico viene siendo una zona que cada vez ad-
quiere mayor importancia en el estudio del comportamiento del
individuo, debido a encontrarse en una zona de encrucijada con los
elementos que integran la esfera del instinto. Su substrato anatomico
muestra una extraordinaria positividad a los procederes colinestera-
sicos, como demostraron GEREBTZOFF (1959), ORTMANN (1961), SHUTE ¥
LeEwis (1961), e incluso los reciente trabajos de BLACKSTAD y col. (1956,
1958, 1962, 1963, 1964) han abundado en este sentido, llegando a es-
tablecer la distribucién de la colinesterasa en los sistemas hipocam-
pales de la rata, asi como la relacién de esta distribucién con los
sistemas aferentes a ellos, demostrando como si bien es difuso en
todos ellos, guarda una mayor concentracion en el allocortex ammoé-
nico, y aparece mas difusamente en las regiones vecinas. Aparte de
estas distribuciones de las tasas de colesterina, las células de los di-
ferentes niveles del allocortex ammonico han tenido respuestas de
tipo histoquimico a procederes clasicos, como demuestran ORTMANN
(1964) y nosotros al PAS, C-H-P y al permanganato azul alcian (PBA),
(FERRES-TORRES, E.,, y V. SMITH-AGREDA, 1967, 1968). Estos trabajos
nuestros nos indicaron que estas respuestas positivas no interesaban
de una manera homogénea a todos 1os niveles o campos del allocortex
ammonico, sino que en unas zonas eran mas positivas que en otras,
llegando incluso a ser algunas de ellas completamente negativas. Por
lo que respecta a esta positividad, se aprecié que las zonas mas po-
sitivas eran las correspondientes a los “campos CA,, CA,” y CA, de

* Cétedra de Anatomia “A” de la Facultad de Medicina de Valencia. Director: Prof. V. Smith-
Agreda.
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LoreENTE DE NO; campos que por otra parte en lo que se refiere a la
constitucion del stratum oriens, sabemos ya desde los trabajos de
CajaL (1911) que se hallan relacionados entre si, por las dicotomiza-
ciones de los cilindroejes de sus células piramidales, que en su rami-
ficacion recurrente llegan a comunicar estas dos zonas tan distantes
entre si.

Por otra parte, los citados trabajos anteriores nos hablan ya de
la extraordinaria complejidad de los diferentes tipos celulares de las
distintas zonas que integran el allocortex ammonico en estos niveles;
complejidad que dista mucho de esa sistemitica en tres zonas en
que han querido resumirla los autores modernos.

A la vista de estos hechos hemos deseado realizar un estudio
seriado de la corteza allocortical, apoyandonos en los estudios pre-
cedentes, morfolégicos e histoquimicos, pero sobre todo deteniendo
nuestra atencion en la ultraestructura, y concretamente en este tra-
bajo en lo que respecta al stratum oriens.

Material y métodos

Para el presente trabajo hemos utilizado como animal el gato, debido
a su desarrollo del allocortex ammoénico y a que sobre él hemos realizado
préacticamente casi todas nuestras investigaciones sobre esta regién, y el
acoplamiento de estos estudios nos centra en la unidad de resultados.

Los animales utilizados han sido diez machos adultos. Sus pesos han
oscilado de 2.500 a 3.250 gr.

El sacrificio se ha realizado previa anestesia con nembutal, procediendo
a continuacién a la fijacién con glutaraldehido, siguiendo las pautas cldsicas
de pH y tampones. :

Una vez perfundidos los animales, se procedi6 a la extraccién de la masa
encefalica, disecando de ella la porcién correspondiente al allocortex am-
monico, del cual se tallaron los bloques correspondientes al stratum oriens.
Queremos indicar aqui que dada la dificultad que ofrecia la localizacién de
la zona, recurrimos a realizar la perfusién del glutaraldehido afiadiendo a
ésta azul de toluidina al 1 por 1.000, que nos permitié identificar a la lupa
las estructuras con mayor facilidad.

Obtenidos los bloquecitos de uno a uno y medio milimetro ctibico, se
continué la fijacion por el proceder clasico del 4cido 6smico. Los bloques
se incluyeron en durcopan, se seccionaron en ultramicrotomia. Fueron som-
breados o contrastados al plomo y nitrato de uranilo y dispuestos para su
estudio.

Resultados obtenidos

Al realizar el estudio hemos podido apreciar la presencia de va-
rios tipos celulares:

En primer lugar nos ha llamado la atencién la presencia de unas
células (fig.1), de nucleo (N) voluminoso, con abundante cromatina
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(CR) distribuida fundamentalmente por la periferia, originando una
serie de acumulos irregulares que quedan en lo hoja interna de la
membrana nuclear. En el resto del nucleo aparecen también acumu-
los de cromatina de aspecto mas o menos estrellado, que se conglo-
meran en las proximidades del nucleolo (Nu). Este nucleolo es de
aspecto irregular y ocupa el centro del ntucleo.

La membrana nuclear (Mn) es doble, quedando una neta sepa-
raciéon entre las dos hojas de ella. La hoja externa presenta irregu-
laridades correspondientes a ribosomas anclados sobre ella. No se
aprecia en el protoplasma la presencia de un reticulo protoplasmico
organizado en forma laminar. Los ribosomas aparecen independiente-
mentes, en escaso numero, y se aprecian espacios vacios. Las mito-
condrias (M) se muestran de aspecto esférico al corte.

Fi1c. 1. — Corresponde a una célula de nucleo claro y de escaso pro-
toplasma; obsérvese cémo la célula se encuentra rodeada de fibras
mielinicas.

Un detalle digno de hacerse notar es el escaso desarrollo del pro-
toplasma, de tal forma que en muchos lugares de las células el nu-
cleo esta practicamente casi en contacto con la membrana celular.

Un hecho que llama la atencion es que rodeando a este elemento
celular se aprecian fundamentalmente fibras de tipo mielinico (AX).
Estas fibras se insinuan entre las células de este tipo, quedando uni-
camente separados estos elementos por este tipo de fibras y por las
secciones astrociticas del neuroépilo.

Otro tipo celular que llama la atencién es el correspondiente a
la figura 2.2, en el cual podemos apreciar la presencia de una célula
que a grandes rasgos recuerda a la precedente por lo que respecta

6 - AN. ANAT.
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al nucleo (N) de gran desarrollo de aspecto redondeado, sin acciden-
tes, aunque con una cromatina (Cr) mas densa en su distribucion pe-
riférica, acumulada contra la membrana interna nuclear, y no de
una manera homogénea, sino tendente mas a un polo del nicleo.

La membrana nuclear (MN) es doble y también se aprecia clara-
mente la separacion entre las hojas que la constituyen.

El protoplasma se halla repartido de una manera irregular, de
tal forma que el nucleo aparece excéntrico en su localizacién; estan-
do en una de las caras casi inmediatamente en contacto con la mem-
brana nuclear la membrana, celular (Me), quedando entre ambas una
ligera cantidad de protoplasma.

Fic. 2. — Corresponde a una célula de las de nucleo de variedad
obscura. Obsérvese el escaso desarrollo del protoplasma. Es intere-
sante el destacar la situacién excéntrica del ntcleo,

En el protoplasma tampoco se aprecia la constitucion de un er-
gastoplasma laminar, sino que los ribosomas aparecen sueltos. Las
membranas celulares llegan a ponerse en contacto con las membra-
nas de otras células de este tipo. No es extrafio encontrar en estas
células la presencia en el interior de sus protoplasmas de inclusio-
nes (In). Estas inclusiones son entre si de distinta, densidad a los
electrones, e incluso una misma inclusion puede presentar zonas de
diferente densidad a los electrones. Eigl

Otro detalle de tenerse en cuenta es el hecho de que al rededor
de las anfractuosidades de estas células se aprecian formaciones del
neuroépilo, que al ponerse en contacto con la membrana celular pre-
sentan una densificacion (Dn), dejando una claridad entre la mem-
brana celular y la del elemento que llega a ponerse en contacto. Este
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tipo de conexion de proximidad que no se apreciaba en las células
primeramente descritas, resalta asi mismo el hecho de que en la
proximidad de las células, que ahora nos ocupa, no existen las pre-
sencias de elementos mielinicos. Por otra parte, aun teniendo un
nucleo circular y sin anfractuosidades, la distribucion de la croma-
tina, y la densidad del nucleo es diferente. Esta diferencia estriba
fundamentalmente en que la cromatina no se distribuye de una
manera homogénea, sino que tiene una cierta tendencia a acumu-
larse fundamentalmente hacia un extremo de 1la célula (siempre den-
tro de la membrana nuclear). Por otra parte, la densidad del nucleo
de este segundo tipo de células es muy superior a las primeras.

A parte de estos tipos celulares que hemos descrito, tenemos las
células piramidales (fig.3), caracterizadas por presentar una forma
piramidal, con un nucleo (N) de aspecto piramidal con un predomi-

gl

F1c. 3. — Coarresponde al recuadro de la figura precedente: Obsérvese

la separacién correspondiente a la membrana externa e interna nu-

clear. Es interesante destacar ciertos aumentos de densidad entre la
membrana celular y los elementos circundantes.

nio de un eje sobre el otro. Otra de las caracteristicas de este nucleo
es la serie de anfractuosidades (AF) que presenta, de tal manera
que su contorno no es regular, sino que en gran parte de su super-
ficie se aprecian un enorme numero de accidentes, plasmados funda-
mentalmente en una serie de entrantes y salientes. Por otra parte,
esta serie de anfractuosidades no estan repartidas de una manera
homogénea en toda la superficie nuclear ,sino que existen zonas del
nucleo en donde mas abundan los accidentes (ya veremos que estas
variaciones contrastan con la densidad protoplasmica).
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Por lo que respecta a los caracteres del contenido nuclear, nos
llama poderosamente la atencion el hecho de que no existan act’lmu-
los de cromatina; mas bien podriamos hablar de unos nucleos po-
bres en cromatina. Asi mismo, la cromatina que existe esta distri-
buida de una manera muy homogénea, tanto en la periferia como
er’1 el centro del nucleo, quedando limitada a un punteado homo-
géneo.

Lo que si llama la atencion es el extraordinario contraste del
nucleoclo (Nu) que ocupa el centro del nucleo, que presenta un as-
pecto redondeado de contorno bastante uniforme, y cuya densidad
destaca netamente contra la claridad del nucleo.

W

.

F}G. 4. — Corresponde a una célula piramidal del stratun oriens. Ob-

sérvese la regular distribucién de la escasa cromatina nuclear., Es

mteresa’nte observar la irregularidad de contornos que presenta el
nucleo, asi como la diferente densidad del brotoplasma.

Por lo que representa al protoplasma, ya a estos aumentos nos
llama la atencién la diferencia de densidad que ofrece a los elec-
trones; existen practicamente dos zonas, una densa (Ob) que esta
yuxtanuclearmente, pero fundamentalmente situada, en las proximi-
dades de la zona anfractuosa del nucleo. Mientras que el protoplas-
ma se muestra mas claro (CL) en la zona en donde la, superficie dél
nucleo ofrece menores irregularidades. También se aprecian en el
espesor del protoplasma ls presencia de inclusiones (IN) de gran den-
sidad y de mayor tamafio que los ribosomas. La, localizacién de estos
elementos suele realizarse hacia la parte del ntucleo préxima a la

zona mas clara del protoplasma, es decir, alli donde la concentracion
de ribosomas es menor.
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La membrana nuclear a estos aumentos no es facil de diferenciar
en sus dos membranas.

Al realizar el estudio de una de estas células piramidales a ma-
yores aumentos (fig. 4), podemos apreciar que la densidad mayor pro-
toplasmatica yuxtanuclear en las zonas anfractuosas de las superfi-
cies nucleares son debidas a un mayor acumulo de ribosomas (RB).
Por otra parte, estos ribosomas se encuentran sueltos o libres y no
adheridos al reticulo ergastoplasmico. Ademas, este reticulo ergas-
toplasmico estd poco desarrollado, apareciende solamente de cuando
en cuando algunas laminillas del mismo aisladas y con ribosomas
adheridos a sus contornos.

Las mitocondrias (M) son muy abundantes, y en su mayor parte
son de aspecto circular, mostrando crestas transversales. Estas mi-
tocondrias se encuentran distribuidas por todo el contorno proto-
plasmatico, pero mas fundamentalmente contituyendo una zona pe-
rinuclear y en la proximidad del aparato de Golgi (Go).

Marginando a esta zona de mayor densidad ribosémica y de ma-
yor acumulo mitocondrial se encuentra la porcion periférica del pro-
toplasma mas clara, y en la cual se ven granos de mayor tamano y
de mayor densidad. El contenido de estos granos no es homogéneo,
sino que suelen presentar en el centro unos cuerpos de aspecto rec-
tangular y (que al estudiar cortes seriados) presentan el aspecto de
paralelepipedos, como si fuesen incrustaciones de elementos crista-
linos. Estos cuerpos suelen encontrarse en numero de uno o dos en
cada inclusién protoplasmatica, de los cuales uno es ligeramente
mayor que el otro.

La membrana celular se distingue del neuropilo, por la diferente
densidad que presenta el contenido protoplasmatico de estas células
que incluso en las regiones de poca densidad es siempre muy supe-
rior al del neurodpilo.

Es interesante el destacar el enorme desarrollo que presenia el
aparato de Golgi (Go) de estas células, mostrando una serie de cavi-
dades de diferente luz que circundan una amplia zona del proto-
plasma. Por otra parte, este aparato de Golgi se encuentra préximo
a las zonas anfractuosas nucleares, es decir, a las zonas de mayor
densidad protoplasmica, o lo que es lo mismo a las zonas de ma-
yor acumulo de ribosomas sueltos. También nos llama la atencién la
presencia en las proximidades de las cavidades de este aparato de
Golgi de elementos mitocondriales.

En las periferias de estas células piramidales se encuentran tanto
fibras mielinizadas (fig. 5a) como formaciones desprovistas de mie-
lina, siendo relativamente frecuente el poder sorprender sinapsis axo-
dendriticas, como la que representa la figura 5b, en la cual se apre-
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A B

Fi1a. 5.’ = Corresponde a una visién en el escalén 2° de aumento del

electromc;o. Puede apreciarse la claridad del nucleo y-la homogenei-

dad de distribucién de la sustancia nuclear. Se aprecia la membrana

nuclear doble, asi como la membrana celular, las inclusiones y el
gran desarrollo del aparato de Golgi.

cia el aspecto aplanado de fondo de botellita de las dos zonas, con
una mayor densidad de las superficies que se ponen en contacto, y
la clara y definitoria presencia de las vesiculas sinapticas. ,

Discusion

Hemos realizado un estudio a microscopia electrénica de los ele-
mentos integradores del stratum oriens, cifiéndose fundamentalmen-
te a las porciones de este stratum oriens de los campos CA, CA. y
CA,, de LorENTE DE No ( 1934), habiendo observado como exislten 3di-
ferentes tipos de células, que ya fueron descritas por CaJsaL (1911).

Es ipteresante el observar que destacan de una manera neta las
formaciones de las células piramidales, que aunque no son netamen-
te. del estrato oriens, como ya indica CasarL (1911), en el sentido es-
tricto de su constitucién, sin embargo, este mism,o aufor las consi-
dera 'con?o emigradas del estrato piramidal, pero integrantes, con
un criterio topografico de la plexiforma externa del stratum o;iens

Merece destacarse ia caracteristica fundamental de la diferen'té
densidad del protoplasma de estas células piramidales. Densidad que
aumenta en las zonas correspondientes g las mayores anfractuosi-
dades nucleares; este aumento de densidad corresponde a una mayor
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densidad de ribosomas libres. Solamente se aprecia tal cual malla
de ergastoplasma que presenta en sus contornos granulos de Palade
adheridos. Este halo de mayor densidad rodea a todo el nucleo, si bien
ya hemos indicado que en las proximidades a las anfractuosidades
nucleares todavia es mayor.

A parte de estos acumulos densos el protoplasma se va aclarando
conforme nos aproximamos hacia la periferia del mismo. Pudiendo
destacarse claramente el contorno de la membrana celular por la
claridad de los elementos del neuropilo.

Otro detalle interesante es la presencia de elementos de mayor
densidad incluidos en el interior del protoplasma de estas células ¥
que incluso presentan formas cristalinas. Estos detalles fueron ya
vistos por nosotros en microscopia a luz (FERRES-TORRES y V. SMITH-
AGREDA, 1967a, 1967b, 1968) y en el cual ya veiamos como existian
radicales de tipo sulfonado.

También hemos encontrado cémo a parte de estas células de
tipo piramidal existian otras con caracteristicas morfolégicas dife-
rentes expresadas fundamentalmente por poseer unos nucleos volu-
minosos, en contraposicion con el escaso desarrollo que proporcional-
mente ofrece el protoplasma. Dentro de estos tipos de células, unas
son mas claras presentando una cierta homogeneidad en la distribu-
cién de la cromatina. Cromatina que es mucho mas densa que la que
se aprecia en los nucleos de las células piramidales que acabamos
de considerar.

Por otra parte, estas células se encuentran rodeadas de fibras
mielinicas, lo que hace que se identifiquen con las células mas yux-
tapendimarias situadas proximas a las prolongaciones axOnicas que
iran a constituir los elementos del Alveus.

A parte de estas células existen otras que si bien muestran una
caracteristica similar, en lo que respecta al tamafio nuclear y al
contorno regular y sin anfractuaosidades de estos elementos, existe,
sin embargo, un desplazamiento nuclear que le hace aparecer excén-
trico, y por otra parte el continente nuclear es mas denso que el de
los elementos ultimamente descritos; tanto es asi, que practicamente
podriamos considerar que existen células claras y células obscuras.

Por otra parte, los elementos fibilares que circundan a estas cé-
lulas, ya no son mielinicos, sino que no es extrafio el encontrar for-
maciones que llegan a ponerse en contacto con el soma neuronal, ¥
que si bien no podemos calificar de sinapsia, en el sentido amplio
de la palabra, presentan, sin embargo, en las zonas de contacto unos
engrosamientos de mayor densidad, pero que no son aplanados como
corresponde a las superficies sinapticas. Por otra parte, en estos
contactos no se aprecian las presencias de las clasicas vesiculas si-
napticas.
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El tipo claro de sinapsis lo observamos fundamentalmente en las
proximidades de las prolongaciones de las células piramidales que
describimos en el principio de este capitulo.

Resumen

Se ha realizado un estudio a microscopia electrénica del allocortex
ammonico de gato, cenido fundamentalmente al stratum oriens, y concre-
tamente en los campos CA1 CA, v CA,.

Se observa la presencia de dos grandes grupos de células. Un primer
grupo de células de escaso desarrollo protoplasmatico, pero con un vo-
luminoso nicleo, y las células piramidales, con gran desarrollo proto-
plasmico.

Dentro de las células”de escaso desarrollo protoplasmico, todas presen-
tan un nicleo redondeado, sin anfractuosidades, distinguiéndose dos tipos:
las células de nucleo claro y las células de nicleo obscuro; en estas ul-
timas el ntcleo es siempre muy excéntrico.

Por lo que respecta a las células piramidales presentan un nucleo casi
carente de acimulos de cromatina. El contorno es excéntrico e irregular.
Las zonas que presentan mds anfractuosidades muestran en sus proximi-
dades mayor densidad de ribosomas sueltos que las porciones de contorno
homogéneo.

Summary

A study by electronic microscope was performed on the ammonico allo
cortex of the cat. Very close fundamentally to the stratum oriens and
concretely in the fields CA,, CA3 and CA,.

One observes the presence of two large groups of cells. A first group
of cells of little protoplasmic development but with a voluminous nucleus
and pyramid cells with great protoplasmic development.

In the cells of small protoplasmic development, all present a round
nucleus, without undulations and distinguishing two types. The cells with
clear nucleus and cells with obscure nucleus. In the latter the nucleus is
always very excentric.

With respect to the piramidal cells, they present a nucleus almost
without accumulation of chromotin, the shape is excentric and irregular.
The zones that present more undulations show in their proximities greater
density of ribosomes free than in the parts of homogeneous shape,

Zusammenfassung

Es wurde am Elektronenmikroskop eine Studie an dem Ammonium-
Allocortex der Katze durchgefiihrt und zwar grundlegend auf das Stratum
oriens und insbesondere auf die Gebiete CA, CA, und CA, beschrinkt.

Es wurde die Anwesenheit von zwei grossen Zellgruppen beobachtet.
Eine erstere Zellgruppe geringer protoplasmicher Entwicklung aber mit
einem umfangreichen Kern, und die Pyramidenzellen mit starker proto-
plasmischer Entwicklung.

Bei den Zellen geringer protoplasmicher Entwicklung zeigen alle einen

o
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abgerundeten Kern ohne Krimmungen, wobei zwei Arten zu erkennen
sind: Zellen mit hellem und Zellen mit dunklem Kern; bei diesen letzteren
liegt der Kern stets sehr exzentrisch.

Was die Pyramidenzellen anbelangt, so zeigen sie einen Chromatinan-
hdufungen fast entbehrenden Kern. Die Kontur ist exzentrisch und un-
gleichmiissig. Die die meisten Kriimmungen aufweisenden Gebiete zeigen
in ihrer Néhe eine grossere Dichtigkeit loser Ribosomen als die Teile
enheitlicher Kontur.

Resumé

On a realicé un étude a microscopie eléctronique du allocortex ammo-
nique du chat; centré fondamentalement au stratum oriens, et concréte
ment aux champs CA, CA, y CA,.

On a observé la présence de deux grands groupes de céllules. Un pre-
mier groupe de cellules de peu developpement protoplasmatique avec un
volumineux noyau et les céllules pyramidales avec grand developpement
protoplasmatique.

Les cellules de peu developpement protoplasmatique, toutes présentent
un noyau arrondit, sans irregulairetés, en se distinguent deux types: les
céllules de noyau claire et les céllules de noyau obscure: & ces dernidres
le noyau est toujours trés excentrique.

Au sujet des céllules pyramidales, olles présentent un noyau presqgue
sans accumules de cromatine. Le contour est excentrique el irrégulier.
Les zones que présentent plus irégulairetés, montrent a ses proximités
majeur densité de ribosomes libres que les portions de contour homogéne.

LEYENDA GENERAL DE LAS FIGURAS

Az: Ax6n mielinico Mn: Membrana nuclear
Cr: Cromatina N: Nucleo

Er: Ergatoplasma Nuw: Nucleolo

Go: Aparato de Golgi P: Protoplasma

In: Inclusiones celulares SP: Zona de sinapsis
M: Mitocondrias VS: Vesiculas sinédpticas

Mc: Membrana celular
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LA ACTIVIDAD LIPASICA EN EL PANCREAS DE LA RATA
A NIVELES ULTRAESTRUCTURALES

Por

R. FERRES-TORRES *

LA localizacion de la actividad lipasica a nivel, fundamentalmente,
de la fraccién zimogénica en el pancreas de la rata (ARNESJO,
FILIPEK-WENDER, 1968; ARNESJO, GRUBB, 1969) por el método de la ul-
tracentrifugacion y aislamiento por gradientes de densidad; y a nivel
de ergastoplasma, aparato de Golgi y membrana de los granulos de
zimégeno (MURATA, YOKOTA, NAGATA, 1968), en el pancreas del raton
por el método de Gomor: (1949) modificado, nos ha servido de punto
de partida en el presente trabajo.

Material y métodos

Pancreas de ratas albinas de un peso medio aproximado de 150 gramos.
Los bloques de tejido eran extraidos «in vivo» de animales anestesiados
mediante hidrato de cloral al 10 %, administrado por inyeccién intrape-
ritoneal de 0’35 ml, por cada 100 gramos de peso. Las ratas eran retiradas
del alimento, pero no del agua de bebida. Fijacién: glutaraldehido al 5 %
en solucién puffer de cacodilato a pH = 7'2. Substrato: Tween 80, durando
la incubacién de 2 a 24 horas, siguiendo las pautas de MuRrATA, YOKOTA,
Nagara (1968). Activador: taurocolato sédico. Inhibidor: clorhidrato de qui-
nina y fluoruro sédico. Controles: las soluciones con el activador y sin él,
a las que no se afadian el substrato. Algunos bloques fueron postfijados
inmediatamente en tetréxido de .osmio al 1% durante 2 horas, sin ser
incubados. Parte de los trocitos incubados con el substrato también fueron
postfijados -en osmio. El resto de los bloques pasaron sucesivamente por
E.D.T.A. y nitrato, intercalando lavados en cacodilato, para finalmente ser

* Departamento de Anatomia de la Facultad de Medicina de la Universidad de La Laguna.
Director: Prof. Dr. J. Smith-Agreda.
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postfijados en tetréxido de osmio. Deshidratacién: alcohol etilico, pasando
por 6xido de propileno antes de incluirlos en araldita (Durcupan A.C.M.).

Los cortes fueron realizados en un ultramicrotomo L.K.M.-Uutrome II1
v estudiados y electrografiados en un microscopio «Zeiss EM 9 A».

Resultados

Los trozos de parénquima pancreatico incubados en las soluciones
con el activador, sin él, o con nitrato de plomo y sin el activador,
postfijados inmediatamente en la soluciéon de osmio no presentaron
ningun tipo de depésito denso y nos sirvieron para el estudio simple
de la ultraestructura.
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reforzada y destacaba con especial claridad en las células que no
tenian depodsitos ergastoplasmicos. Este fenémeno era mas marcado
en la parte de membrana periluminal y por tanto en las microve-
llosidades de algunas células acinosas. No existian depositos en la
luz de los conductos o acinos, separados de la membrana citoplas-
mica. No hemos reconocido con claridad la presencia de depositos
en las cisternas del aparato de Golgi, debido al tamafio de aquellos
que sobrepasan al de las cisternas cuando se superponian.

El fluoruro s6dico a la concentracion por nosotros empleada, 0’2 M,
no inhibié la aparicién de depédsitos de plomo en los mismos lugares
y con los mismos caracteres que el caso anterior, pero el citoplasma
y el nucleo de las células presentaban depdsitos difusos y signos de
metalizacion, que afeaban notablemente la preparacion.

Fic. 1. — Actividad lip4sica en las cisternas del ergastoplasma

(E) de célula acinosa del péncreas. El granulo de zimdégeno (Z)

no presenta reaccién en esta célula. Tween 80 + taurocolato
sin tincién de contraste. 7.300 aumentos en el negativo.

Los bloques incubados en la solucién con el activador y tratados
después con E.D.T.A. y nitrato de plomo, presentaron depésitos den-
s0s, que eran mas delimitados y sin signos de metalizacion cuando
la concentracion del nitrato de plomo era de 0’25 % y el periodo de
incubacién estaba comprendido entre 6 y 10 horas. Los depodsitos se
localizaban fundamentalmente en el interior de las cisternas del er-
gastoplasma (fig. 1). Existian algunas células cuyo ergastoplasma no
tenia depdsitos de plomo. En otras células, las menos, también apa-
recian depositos adheridos de forma aplanada a la membrana de
los granulos de zimégeno (fig.2). La membrana citoplasmica estaba

Fic. 2. — Actividad lipdsica alrededor del granulo de zimé-
geno (Z). Tween 80 + taurocolato sin tincién de contraste.
7.300 aumentos en el negativo.

El clorhidrato de quinina a la concentracién de 10— M fue un
excelente inhibidor de la actividad lipasica, no produciéndose los de-
positos precitados de ergastoplasma, membrana periluminal y mem-
brana de los granulos de zimégeno.

La solucion sin el activador produce depésitos de idéntica loca-
lizacion que la que lo contenia, pero de menor tamafio y extendién-
dose a menor numero de cisternas.

Las piezas incubadas en las soluciones sin el substrato, presen-
taron signos de metalizacion difusa del citoplasma y formaciones
membranosas citoplasmicas, incluso en la membrana del granulo de
zimoégeno. No presentd depésitos ergastoplasmicos.
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Discusion

De acuerdo con MURATA, YOKOTA y Nacata (1968) para el raton,
hemos podido comprobar en el pancreas de la rata, que la actividad
lipasica se localiza en las cisternas ergastoplasmicas y en el granulo
de zimégeno en la membrana envolvente. No hemos podido confir-
mar los resultados de los anteriores autores en lo referente a dis-
tinguir una lipasa activa localizada en la membrana de los granulos
de zimoégeno y canaliculos secretores, y una lipasa activa e inactiva
de localizacion en ergastoplasma, aparato de Golgi, membrana cito-
pasmica, microvellosidades y luz de los acinos y conductos interca-
lares. En nuestro material, las diferencias entre los bloques incuba-
dos en las soluciones con el activador, y sin él, fueron fundamen-
talmente de tipo cuantitativo. No hubo diferente localizacion de los
depositos de plomo cuando se empleaba el activador o no.

Nos ha llamado la atencién la relativa menor importancia de la
actividad lipasica en los granulos de zimoégeno en el pancreas en
reposo funcional. Estos resultados difieren de los proporcionados por
la técnica de los gradientes de densidad por centrifugacién (Ar-
NESJO, FILIPEK-WENDER, 1968; ARNESJO, GRUBB, 1969), que encuentran
la mayor actividad lipasica en la fraccion de zimoégeno.

Resumen

Se estudia la actividad lipasica en el pancreas de rata a nivel ultra-
estructural. Se destaca la existencia de actividad lipdsica en el interior
de las cisternas del ergastoplasma, membrana citopldsmica de las células
de los acinos y de los conductores intercalares y membrana de los gra-
nulos de zimégeno.

Summary

Studying lipase activity in the rat’s pancreas at the ultraestructural
level, we find activity in the cisternae of the rough-surfaced endoplasmic
reticulum, in the plasma membrane of the acinar cells and the secretory
canaliculi and in the limiting membranes of the secretory granules.

Zusammenfassung

Wir untersuchen die Lipasen-Titigkeit im Pankreas der Ratte auf ul-
trastruktureller Ebene. Wir finden Lipasen-Tatigkeit im Innern der Er-
gastoplasma-Zysternen, der Zellmembranen der Acini und der intercalaren
Ducti und der Membran der zymogenen Granula.
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Resumé

Nous étudions l'activité lipasique du pancréas du rat au niveau ultras-
tructural. Nous trouvons l’existence de l'activité lipasique dans les cavités
du réticulum endoplasmique, dans la membrane cellulaire des acines et
des canaux intercalaires et dans la membrane des grains zymogénes.
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CARACTERISTICAS ULTRAESTRUCTURALES Y SIGNIFICA-
CION DE LAS VESICULAS SINAPTICAS ABRENERGICAS DE
LA CORTEZA SUPRARRENAL DEL CAVIA COBAYA*

Por

F. GARCIA-ALVAREZ

Introduccion

En la reunion de las Sociedades Anatomicas Espaiiola y Portu-
guesa celebrada en Valladolid en octubre de 1966, dabamos cuenta
de los hallazgos realizados con el microscopio electronico de sinap-
sis vegetativas a nivel de la corteza suprarrenal. En otra publicacion
nuestra (GarRCiA-ALVAREZ, 1970) describiamos y discutiamos los re-
sultados de nuevos estudios ultraestructurales en los que se demos-
traba la existencia de inervacion vegetativa a nivel de la suprarrenal
humana y de cobaya. La realidad de esta inervacién fue discutida
durante muchisimo tiempo, como alli exponiamos, desde Fusarr (1890)
hasta UNsICKER (1969). Los trabajos de este ultimo autor y los nues-
tros fueron los primeros que se realizaron con microscopio electro-
nico y no dejaban lugar a dudas sobre la existencia de una inerva-
cién vegetativa propia de la corteza suprarrenal.

Faltaba, sin embargo, relacionar los hallazgos del microscopio
electronico en la corteza suprarrenal con los conocimientos ya ge-
neralmente admitidos en los campos de la fisiologia y de la farma-
cologia sobre la naturaleza bioquimica de las vesiculas sinapticas
halladas en este 6rgano. Como datos previamente conocidos nos in-
teresa resaltar, como se admite generalmente, que los sistemas sim-
patico y parasimpéatico actian conjuntamente en la mayoria de los
organos inervados por el sistema nervioso vegetativo (EHINGER, FALCK
¥ SPORRONG, 1970) y que sus vesiculas sinapticas postganglionares son

* Departamento de Anatomia de la Facultad de Medicina de Zaragoza (Director: Prof. J. Es-
colar). Instituto de Neuropatologia de la Facultad de Medicina de Berlin (Director: Prof. J. Cervés).
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colinérgicas en el parasimpatico y adrenérgicas en el simpatico (Go-
ODMAN y GILMAN, 1968). Aunque su identificacion definitiva corres-
ponde a los métodos bioquimicos, ultraestructuralmente puede iden-
tificarse la forma especifica de estas vesiculas, pequefias y con cen-
tro claro las colinérgicas, y-mds ‘grandes y con su centro ocupado
por una substancia altamente osmiofila en las adrenérgicas (De Ro-
BERTIS, 1968).

Dada la importancia de este problema, hemos intentado conti-
nuar estudiando con el microscopio electrénico otros detalles de la
inervacion cortico-suprarrenal, tales como el tipo de vesiculas sinap-
ticas que se encuentran mas frecuentemente en la corteza suprarre-
nal, con lo que pretendemos contribuir a definir mejor las caracte-
risticas morfologicas de estas vesiculas y su posible significado en re-
lacion con el transmisor bioquimico que actiia en las mismas.

Ya que en una publicacién nuestra anterior (Garcia-ALvarez, 1970)
nos ocupamos de las caracteristicas ultraestructurales de la inerva-
cion de la corteza suprarrenal en general, en la presente pretende-
mos hacer hincapié inicamente sobre las vesiculas granulares o adre-
nérgicas y las terminaciones nerviosas que las contienen a nivel de
la citada corteza.

Material y métodos

Cépsulas suprarrenales de 10 cobayas. Fijacién con glutaraldehido y aci-
do 6smico. Tratadas posteriormente con acetato de uranilo y dcido fosfo-
tungstico. Inclusién en epon. Cortadas con ultramicrotomo LKW. Elec-
tronografiadas con microscopio electrénico «Siemens Elmiscop 1».

Descripcion de los hallazgos

A cierta distancia aun de las sinapsis (fig. 1) hallamos hacecillos
de fibras nerviosas (FN), siempre amielinicas, y que, al cortar trans-
versal, muestran distintos tamafios de area de seccién e inclusive
distinta forma, desde la estrictamente circular a la claramente alar-
gada, pasando por formas intermedias mas o menos ovaladas. Cada
uno de estos hacecillos nerviosos va envuelto, durante gran parte
de su trayecto, por una membrana basal e inmerso en el protoplas-
ma de una célula de Schwann. Estas fibras nerviosas (FN) presentan
una gran pobreza estructural, siendo sus elementos mas descollantes
unas pocas vesiculas claras o vacias y algunas mas con contenido
fuertemente osmio6filo o granulares, que se denominan generalmente
como vesiculas adrenérgicas (VA).

Siguiendo el trayecto de estos filetes nerviosos (fig. 2), a medida
que se van haciendo contiguos a las células suprarrenales (SU), ca-
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Fic. 1. — Aumentos = 18.000. FN = fibra nerviosa. VA = vesicula adrenér-
gica. MB = membrana basal. SU = célula de la corteza suprarrenal. L =
gota de lipoide.
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Fic. 2. — Aumentos = 20.000. FN = fibra nerviosa. VA = vesicula adrenér-
gica. SU = célula suprarrenal. L = lipoides. CS = contacto sinaptico.
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racterizadas por su contenido en gotas de lipoides (L), o a los vasos,
aumenta en ellos extraordinariamente lg cantidad de vesiculas con
contenido fuertemente osmiéfilo (VA), que suelen tener un diametro
comprendido entre los 600 y los 1.000 angstrons. Estas vesiculas estan
formadas por una membrana mas clara y un contenido oscuro y que
en las de menor didmetro esta compuesto generalmente por una
substancia homogénea y en las de mayor diametro por un actmulo
de granulos de desigual tamafio. Estas vesiculas granulares son mas
abundantes en las fibras situadas periféricamente con relacion al
haz nerviosd y, sobre todo, en las que se ponen en contacto inme-
diato con las células de la corteza suprarrenal (SU). En estos luga-
res, que vamos a denominar contactos sinapticos (CS), no existe
membrana basal ni espacio de separacién entre la fibrilla nerviosa
(FN) y la célula de la corteza suprarrenal (SU) con la que se pone
en contacto.

A nivel terminal (fig. 3) vemos que los hacecillos nerviosos quedan
envueltos solamente por una membrana perteneciente a la célula
de Schwann (SCH), pero sin ningin otro elemento de separacion
con las células de la corteza suprarrenal (SU), a las que se aproxi-
man tanto que se ponen en contacto inmediato (CS). Esta; termi-
naciones presentan al corte la gran superficie de seccién de una
fibra nerviosa grandemente ensanchada (PT) en forma de pie ter-
minal. Esta terminacion nerviosa va rellena con tipicas vesiculas
granulares (VA) de unos 1.000 angstrons de didmetro y que estan
constituidas por una membrana relativamente clara que envuelve a
un contenido fuertemente osmiofilo, unas veces homogéneo mientras
que otras veces estd compuesto por varios granulos oscuros entre
los que se interponen franjas mas claras. A su alrededor se ponen
de manifiesto las tipicas células de la corteza suprarrenal (SU) con
sus gotas de lipoides (L), igualmente caracteristicas.

Discusion de los hallazgos

Los contactos directos e inmediatos entre fibras nerviosas y célu-
las de la corteza suprarrenal que presentamos pueden ser conside-
rados como verdaderos contactos sinapticos o sinapsis vegetativas
en el sentido ya descrito para otros dérganos por diversos autores,
tales como BRETTSCHNEIDER (1960), en el tiroides; Ricmarpson (1962),
en el conducto deferente de rata; StanL (1963), en el pancreas; Me-
RRILLES, BURNSTOCK y HoLMAN (1963), en el conducto deferente de co-
baya, y SiMpsoN y DEeVINE (1966), en las arteriolas del cortex renal
de ovejas

También coinciden, en lo fundamental, con los hallazgos de Un-
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F‘IG. 3. — Aumentos = 42.000. FN = fibra nerviosa. VA = vesicula adrenér-
gica. SU = célula de la corteza suprarrenal. CS = contacto sindptico, L =
lipoides. PT = pie terminal. MS = membrana de una célula de Schwann.
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SICKER (1969) y GARrcia-ALVAREZ (1970) obtenidos con microscopio elec-
tréonico en la zona cortical de las glandulas suprarrenales y cuyas
afirmaciones a favor de la existencia de inervacién cortico-suprarre-
nal vienen a ser reforzadas con los actuales hallazgos.

El tipo mas frecuente de vesiculas sinapticas halladas en el ma-
terial objeto de este estudio, y a las que por ello nos hemos referido
especialmente, estda constituido por las llamadas vesiculas granula-
res, que tienen caracter adrenérgico, segun trabajos de multiples
autores, entre los que destacan los de PELLEGRINO DE IRALDI, ZIEHER
y DE ROBERTIS (1965), BONDAREFF y GORDON (1966), ETCHEVERRY y ZIE-
HER (1968) y DE RoOBERTIS (1968), WaTtanaBE (1970) halla vesiculas
granulares en las terminaciones postganglionares del ganglio hipo-
gastrico de cobaya y las interpreta, de acuerdo con los datos ante-
riores, como adrenérgicas. Por su parte, Durry y MARKESBERY (1970)
después de importantes estudios experimentales con agentes farma-
cologicos que influencian el contenido de catecolaminas en las termi-
naciones simpaticas halladas en la glandula pineal, admiten la na-
turaleza adrenérgica de las vesiculas granulares, al menos de gran
numero de ellas.

Sin embargo, TRANZER y THOENEN (1967) afirman que las vesiculas
granulares aparecen siempre que se utiliza glutaraldehido en la fi-
jacion, mientras que las vacias se hallan presentes cuando la fija-
cion se realiza solamente con acido 6smico. Estos datos no concuer-
dan con los hallazgos de otros autores, tales como WALBERG (1966)
que a pesar de fijar con glutaraldehido nos muestra en su publica-
cion distintas formas de vesiculas redondas o alargadas, pero siem-
pre vacias. BopoiaN (1970), fijando igualmente con glutaraldehido
varios tipos de vesiculas vacias y algunas granulares, de donde pode-
mos deducir que, si bien la fijacion con glutaraldehido puede ser
un factor importante en la aparicién de las vesiculas granulares,
esta fijacion no es de ninguna manera determinante del tipo de
vesiculas que aparecen en la sinapsis vegetativas. En el mismo sen-
tido puede ser interpretada la publicacién de Unsicker (1969) en la
que pueden verse abundantes vesiculas vacias en la corteza supra-
rrenal, a pesar de haber sido fijada con glutaraldehido ademas de
acido 6smico y la de Garcia-ArLvarez (1970) con ambos tipos de fi-
jacion y se encuentran vesiculas vacias y vesiculas granulares.

Si las terminaciones nerviosas estudiadas con microscopio o6pti-
co en la corteza suprarrenal por diversos autores, tales como Kiss
(1951), SARTER (1954) y MigHAIL y AMIN (1969) fueron clasificadas de
simpaticas por estos investigadores y las sinapsis postganglionares
simpaticas son adrenérgicas como se admite generalmente en la
mayoria de las publicaciones que aluden a este tema, entre las que
podemos citar las de OwmaN (1964), CLEMENTI (1965), GoopMAN y GiIL-
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MAN (1968), BubpD y SALPETER (1969) y WATANABE (1970), hemos de sa-
car la conclusion de que las vesiculas adrenérgicas halladas por no-
sotros en las terminaciones nerviosas de la corteza suprarrenal de
cobaya y que hemos expuesto en el apartado de “hallazgos” son la
expresion ultraestructural propia de la existencia de unas sinapsis
postganglionares simpaticas en la citada corteza suprarrenal.

Resumen

Habiendo fijado con glutaraldehido y dcido 6smico las cdpsulas supra-
rrenales de 10 cobayas que se trataron posteriormente con acetato de
uranilo y &cido fosfotungstico, son estudiadas después con microscopio
electrénico .Se hallaron vesiculas sindpticas granulares que se catalogan
como adrenérgicas correspondientes a sinapsis postganglionares simpdaticas,
hallazgos que se discuten en relacién con la literatura resefiada.

Summary

The adrenal capsules of guinea pig are fixed with glutaraldehyde and
osmium-tetroxide, treated then with phosphotungstic acid and uranyl ace-
tate. Their study with a Siemens Elmiscop I electron microscope show
synaptic vesicles preferably of the adrenalin type atributed to the post-
ganglionic simpatic synapses.

Zusammenfassung

Die Nebennierenrinden von 10 Meerschweinchen werden mit Glutaral-
dehyd und Osmium-siure fixiert. Die Nachkontrastierung erfolgt mit Ura-
nylacetat und Phosphorwolframsiure. Elektronenmikroskopisch werden
granuldr Vesikeln gefunden, die als adrenergic Vesikeln gelten und speci-
fisch fiir die postgangliondren sympatischen Synapsen zu werten sind.

Resumé

Des capsules surrénales de cobaya se fixent avec du glutaraldéhyde et
acide osmique, ensuite sont traitées avec des solutions saturées d’acide
phosphotungstique et d’acétato d’uranile. Dans son étude au microscope
électronique on trouve des vésicules synaptiques surtout de type adréner-
gique atribuées aux synapses postganglionnaires sympathiques.
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RECONSTRUCCION ESTEREOMETRICA DE UN ENCEFALO
DE GATO RECIEN NACIDO

(ALGUNAS APORTACIONES SOBRE LA FORMACION RETICULAR)

Por

J. L. LaNcHO *

Introduccion

LA presencia de mielinizaciéon en las fibras nerviosas dificulta el
precisar la identificacion de algunos nucleos de substancia gris.
Sin embargo, cuando aquélla no existe, 1a identificacion de estos nu-
cleos grises se facilita por las tinciones somatomielinicas, contras-
tando patentemente las unas de los otros. Esto le ocurre a la forma-
cion reticular (F.R.), que se delimita dificilmente en el adulto por
ser invadida por la mielinizaciéon (EscoLrar, 1965).

Nosotros para el presente trabajo hemos elegido un encéizlo de
gato recién nacido, en el cual, cronolégicamente, tenemos unsa situa-
cion bastante favorable para la identificacion lo mas certera posible
de la F.R. y, ademas, porque esta especie animal es de uso diaric en
las lineas de investigacion del Departamento.

Material y técnica

Hemos empleado para la reconstruccion de este encéfalo de gato
recién nacido, el método de BorN con las modificaciones de EscorLar
(1963) al plastico espumoso.

1° Hemos utilizado una de las series que se obtuvieron de cor-
tes frontales de dicho encéfalo. Esta serie teflida por el método de
KLUVER-BARRERA (1953) estaba relativamente bien conservada, con
poca mielinizacién y F.R. bastante bien respetada.

* Profesor ayudante del Departamento Anatémico de la Facultad de Medicina de Salamanca.
Becario del Plan de formacién de personal investigador 1971-72.
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La serie posee un intervalo de 100 micras, y como disponiamos de
laminas de plastico espumoso de 10 mm de grosor, la reconstruccion,
proporcionalmente, 1a hemos hecho a 23 x.

2. Para dibujar los cortes de la serie sobre hojas de papel, pri-
meramente nos fue mejor, por los aparatos que poseemos, el hacer
un film de negativos de los 56 cortes de que estaba compuesta la
serie. Todos los negativos se hicieron al mismo aumento, sin preo-
cuparnos por el momento de los aumentos de la reconstruccion, pero
teniendo en cuenta que al efectuar la proyeccién para el dibujo, de-
bemos de hacer coincidir el dibujo con las dimensiones calculadas
para la reconstruccién que, como ya dijimos, era de 23 x.

Por la conveniencia y adecuacién al material que poseemos, los
calculos han sido realizados asi:

Hemos medido el encéfalo desde el surco crucial (Area 4 de neo-
cortex) hasta el primer metdmero cervical, obteniendo un resultado
de 24 mm. La serie constaba de 56 cortes. Luego el intervalo natu-
ral es de 0’428 mm.

Para reconstruir disponemos de laminas de 10 mm. Estableciendo
la oportuna proporcién ,el aumento resultaba de 23 x, como ya ade-
lantabamos.

3. Proyeccion para dibujar. Nos encontramos con dificultades en
cuanto a los limites claros de los nucleos grises, maxime cuando 1a
mielinizacién nos ofrece densidades que no debemos de dibujar. De-
bemos de poner buen cuidado en ello y no es de extrafiar el repetir
alguno de los dibujos, pues de una buena interpretacion del dibujo
se obtienen los buenos resultados.

Como control de los dibujos se hicieron algunos positivos (del film
que hicimos primeramente), a distinto nivel. Estos positivos se reali-
zaron al tamafio natural de la reconstruccion, es decir, a los aumen-
tos calculados previamente. En este caso, hicimos 10 positivos, to-
mando como punto de partida aquel corte cuyas dimensiones natu-
rales resultaran las mayores.

Fic. 1. — Panorama latero-basal de la reconstruccién de un encéfalo de
gato recién nacido en el que podemos distinguir los siguientes datos re-
referenciales: neocortex (Neo), polo temporal (TP), polo occipital (PO).
El resto, en leyenda general.
Fic. 2. — Correspondiendo al mismo panorama de la figura anterior, una
vez efectuado el desmontaje de una gran porcién de neocortex. Como
dato referencial, obsérvese el nticleo caudaloso (Ca). El resto, en leyenda
comun.
F1c. 3. — Una vez desmontado el polo occipital y temporal y conservando
la misma vision, podemos observar como referencias fundamentales la
formacién reticular subtaldmica (Fr.Sb.), la formacién reticular troncoen-
cefdlica (FR), formacién reticular rostral (FRr), allocortex diagonal (Dg).
El resto, en leyenda general.
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4.° Paso al plastico espumoso. Una vez dibujado sobre el papel
e interpretado convenientemente el corte, sz efectua un nuevo di-
bujo en las laminas de plastico espumoso. Estas, por su granulacién
de superficie, dificultan la nitidez de la proyeccién, pero con el di-
bujo hecho en el papel ya se tiene la debida experiencia, por lo que
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las dificultades de dibujar directamente sobre la lamina de plastico
quedan un tanto soslayadas aunque, en nuestro caso concreto, di-
ficulté las delimitaciones de la F.R.

5.° Corte de la lamina. Por medio de una aguja de termocoagu-
lacién efectuamos el recorte, no solo del perfil exterior, sino también
de los perfiles internos, conservando puentes de substancia para que
las formaciones interiores no se desprendan. Es l6gico pensar en las
dificultades que lleva consigo el dejar los puentes, pero éstos dismi-
nuyen con la interpretacién correcta del dibujo y del corte corres-
pondiente y de este modo poder dejar aquellos puentes de sujeccion
que mas nos convengan.

Ademas, por este mismo procedimiento, eliminamos la substancia
blanca, pues pretendemos quedarnos solo con la substancia gris. Por
ello nos quedan unos espacios que mas adelante nos orientan para
la realizacion del desmontaje de la reconstruccion.

6.° Superposicion. Por esta maniobra efectuamos el pegado de
una lamina recortada sobre otra. El pegado se hace con MOVILITH-
HoEescHT, primeramente de tres en tres laminas, procurando estable-
cer continuidades y, a la vez, soltamos los puentes de sujeccion que
fueran innecesarios de mantener mas tiempo. A continuaciéon, pe-
gamos de dos en dos los sistemas o grupos resultantes del pegado an-
terior y asi sucesivamente hasta que se consigue la unidad. Siempre,
y esto es fundamental, hay que tener en cuenta la referencia del
eje principal: en nuestro caso la constituyo la luz ependimaria que
no es precisamente horizontal, sino que hubieron de tenerse en cuen-
ta las inflexiones naturales a lo largo de todo su trayecto y en es-
pecial a nivel de los ventriculos. Referencias secundarias pueden ser
cualquier otro detalle circunstancial aplicable a varios cortes segui-
dos, pero no al conjunto, por ejemplo, la armonia externa del perfil.

Hay que destacar la presencia de la hipoéfisis luxada, que hubo
de ser recompuesta en su nivel normal.

7o Primeros desmontajes. Rostralmente fue desprendible una
buena parte de neocortex (Neo, fig. 1), si bien el del polo occipital
(PO) hubo que respetarlo “in situ” momentaneamente (fig.2). Tam-
bién se desprendio6 el polo temporal (PT) llevandose consigo el com-
plejo amigdalino y parte del nucleo lenticular.

Fic. 4. — Habiéndose desmontado la substancia negra (SN) y el allocortex
diagonal (Dg), vemos los nucleos motores yuxtaependimarios (Nmy) como
datos de interés referencial. El resto, en leyenda general.

Fic. 5. — Desmontando el nicleo caudado se nos ofrece la visién interior
del ventriculo lateral (VL). Resto, en leyenda general.
FiG. 6. — Visién oblicuo-lateral de la mitad derecha de la reconstruccion,

que como armazoén estd reconstruida en bloque. Podemos distinguir los ple-
xo0s coroideos (P1.Co.), el tercer ventriculo (V-3.°) y el cuarto ventriculo (V-4.°).
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Por su situacion de aislamiento, resulté desmontable: ¢) El nu-
cleo descendente de trigémino (Tr); b) Un bloque de formacion re-
ticular (FR) troncocefalica que engloba, entre otros ntcleos, la subs-
tancia negra (SN), los ntcleos del puente (NP), ambas olivas (Ol.s
y OLi) y el nucleo del facial (Fc), figuras 3 y 4. Al separar este bloque,
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quedé un resto del fondo donde destacan, entre otras cosas, los nu-
cleos de la base troncoencefalica (Nmy)., figura 4.

Lo reticular que quedaba se fue individualizando y separando, dis-
tinguiéndose lo que procedia del subtalamo y lo que derivaba. difusa-
mente hacia el telencéfalo (FR, FRSb y FRr, figuras 3, 4 y 5). Por ul-
timo, las cavidades ventriculares pudieron desprenderse también. Solo
quedé un eje de formaciones yuxtaependimarias (Nmy) que pudo ser
desprendido, quedando entonces como armazon la mitad derecha en-
cefalica, reconstruida en bloque (fig. 6).

Hallazgos

Topografia de la F.R. troncoencefélica

La formacion reticular a nivel del tronco del encéfalo se distri-
buye entre ambas olivas superior e inferior (Ols y Ol.i) periférica-
mente, continuandose medialmente y entremezclandose con los nu-
cleos motores yuxtaependimarios (Nmy). Rostralmente se continua
por dentro y por debajo de la substancia negra (SN), figuras 1 a 5.

Topografia de la F.R. subtalamica y sus difusiones

Como continuacion de la F.R. troncoencefalica, la subtalamica
se difunde alrededor del talamo o6ptico, al que envuelve en forma de
lamina reticular y a nivel de su polo dorsal se difunde hacia el neo-
cortex. Mas rostralmente, podemos ver formacién reticular (FRr) cu-
priendo al ventriculo lateral (VL), situandose entre éste y el nucled
caudado (Ca), y cuando éste deja de aparecer, la F. R. continua su
difusion por el polo frontal.

Basalmente, sin solucién de continuidad con la F.R. troncoence-
talica, envuelve al talamo y al infundibulo, distribuyéndose poster
riormente por el claustro (Cl) y el allocortex diagonal (Dg), figu-
ras 3, 4y 5.

Consideraciones, discusion y conclusiones

La presente descripcion del hecho realizado, creemos que no pue-
de expresar la realidad del resultado obtenido. Por ello, procede con-
cretar lo siguiente:

1.° Necesidades de un progresivo conocimiento de la F.R.
En cuanto a su topografia, la F.R. necesita de ello, ya que es di-

fusa en muchas partes, con lo que se dificulta la apreciacion de su
continuidad, asi como sus infiltraciones por zonas criticas. La nece-
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sidad del conocimiento de la F. R., que aparecié cuando se demostrd
su papel facilitador en la actividad bioeléctrica encefalica (MaGoOUN,
1952 y Moruzzi, 1949) fue creciendo progresivamente al apreciar en
todo momento su papel facilitador de todo impulso motriz somati-
co, maxime cuando también podria referirse al impulso respiratoric
(PrTTs, 1941). Cuando el mecanismo de ritmo respiratorio permitio
precisar a NGaAr (1957) y a WanG (1957) centros apnetsticos y neumo-
taxicos en la misma F.R. hacia el mesencéfalo, la importancia de

Fic. 7. — Corte num. 130 del encéfalo de gato recién nacido,
efectuado a nivel del tubérculo olfatorio (TO). Leyenda general.

esta formacion siguié subiendo y hoy dia nuevas funciones vegeta-
tivas se van atribuyendo a la F.R. del diencéfalo y telencéfalo en
cuanto a su influencia en el mecanismo de excitoconduccién y repo-
larizaciéon cardiaca. Estas funciones son descritas en el campo de la
neuropatologia humana y hoy invaden el terreno experimental (Es-
COLAR y cols., 1972).

8 - AN. ANAT.
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Teniendo, a este proposito, que preciar la topografia de la F.R.
en su zona crucial subtalamica difundiéndose hacia el striopallidum
y allocortex adyacentes donde el mejor conocimiento de la misma se
hace necesario para relacionarlo con la topografia de las catecola-
minas expresadas por los métodos de fluorescencia, asi como con di-
fusiones subtaldmicas del sistema epifisario cuyo papel en el ciclo
metabodlico diurno y nocturno (circadiano) es cada vez mas patente.

2.° Precision de dificultades en el estudio de la F.R.

Deben de precisarse las primeras dificultades en el estudio de la
F.R., dificilmente contrastable por método de coloracién alguna. Por
eso se acuden a fases de desarrollo en las cuales la mielinizacion de
zonas adyacentes tiende a delimitarla, procurando evitar aquellas
fases del desarrollo, avanzadas del adulto, en que la formacién re-
ticular esta ya muy invadida por mielinizaciéon de haces que la atra-
viesan.

Fic. 8. — Corte nim. 210 del encéfalo de gato recién nacido,
dado a nivel del quiasma O6ptico (QO). Leyenda general.
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El poco contraste de la F.R. nos lleva a ponerla de manifiesto
perfundiendo la red vascular encefalica, de la que destacara la fina,
uniforme y continua red vascular propia de la F.R.

Fic. 9. — Corte num. 250 del encéfalo de gato recién nacido,
dado a nivel premamilar, en el que vemos la epifisis (E) y la
hipéfisis (Hp). Resto en leyenda general.

3.° Precision de referencias de la reconstruccion

Interesa precisar particularidades de referencia en la técnica re-
constructiva con laminas de plastico espumoso, en relacion con las
reconstrucciones de cera.

A este propoésito tenemos el peso. La cera viene a tener el mismo
peso especifico que el agua; en cambio, el plastico espumoso, respec-
to del agua, viene a ofrecer un peso especifico de 0°05. Esto es: un
volumen de reconstruccion de 10 litros corresponderia a un peso
de 10 Kg de cera y, en cambio, a un peso de 0’5 Kg en el plastico
espumoso. En segundo lugar tenemos la elasticidad del plastico que
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le salva de golpes y permite descomponer la reconstruccién en pie-
zas utiles de desmontaje. En tercer lugar estd el indice de error y a
este respecto habia que dar ventaja a la cera desde el momento que
este material permite grosores de 1 mm y, en cambio, el plastico es-
pumoso permite un grosor minimo de 2 mm, aunque habitualmente
se usen laminas de 5 6 10 mm de grosor.

Fi1G. 10. — Corte nim. 510 del

encéfalo de gato recién na-

cido, dado a nivel de la luz

ependimaria abriéndose al
4.° ventriculo (X).

En cuanto a la interpretacion de los dibujos, interesan, ante todo,
los perfiles de la formacion que queremos reconstruir, dificultad pro-
pia de la reconstruccién de cualquier tipo, sobre todo, si se trata de
acusar limites difusos de F.R.

Por lo que se refiere al apilamiento de los cortes y del pegado de
los mismos, no hay dificultades especiales que apuntar en relacion
con las reconstrucciones tipo BorN. Estas particularidades ya han sido
descritas suficientemente en otras publicaciones (AmaT, 1962; Esco-
LAR, 1963; etc.).

En cuanto a los desmontajes y enganchados que se van colocan-
do, podrian indicarse muchas particularidades, pero no resultarian
eficaces describirlas en la publicacién, sino que es mas conveniente
irlas experimentando en la realidad.

Como conclusiones del presente trabajo, debemos destacar:

12 Insistimos, como otros autores han hecho, que cuanto mejor
sea la serie disponible (serie sin artefactos, sin que falte ningun
corte, con contrastes suficientes, etc.) mayor partido se le obtiene a
la reconstruccion tridimensional que se desee realizar.

2.° Que si bien el procedimiento de reconstruccion estd sistema-
tizado en una serie de fases imprescindibles, existen en algunas de
ellas verdaderos problemas interpretativos de perfiles difusos, asi
como desprendimientos de zonas desmontables y colocacién de en-
ganches que solo la practica y una capacidad de adaptacion deci-
dida, puede resolver eficazmente.
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Resumen

Se hacen algunas indicaciones para la mejor obtencién de reconstruc-
ciones estereométricas desmontables mediante el pldstico espumoso. Se
toma como referencia concreta un encéfalo de gato recién nacido y se apor-
tan algunos datos topogradficos de la formacién reticular a lo largo del
neuroeje.

Summary

We make some indications for a better obtention of a dismounteble
stereometric reconstructions using Plastic-Foam. We take as a reference
the brain of a new born cat and to take some topografic data from the
reticular formation all along the Central Nervous System.

Zusammenfassung

Es werden einige Anweisungen gegeben zur besseren Anfertigung der
auseinanderlegbaren, stereometrischen Schaumstoffrekonstruktionen. Als
Referenz nehmen wir das Gehirn einer neugeborenen - Katze und besch-
reiben einige topographische Punkte der Formatio reticularis, lingst der
Basis a des Zentral-Nervous-Systems.

Resumé

On fait quelques indications pour la meilleure obtention des réconstruc-
tions stéréométriques démontables griace a la mousse en plastique. On
prend comme référence concréte ’encéphale d’'un chaton nouveauné et on
rapporte quelques données topographiques de la formation réticulaire au
long de Systen Nerveus Central.

LEYENDA COMUN DE LAS FIGURAS

Acb: Ntucleo acumbens Ol.i: Nucleo olivar inferior

Ca: Nucleo caudado Ol.s: Nucleo olivar superior
Cl: Claustro Pl.Co: Plexos coroideos
Dg: Allocortex diagonal PO: Polo occipital
E: Epifisis PT: Polo temporal
Fc: Nucleo del facial Put: Putamen
FR: Formacién reticular troncoen- QO0: Quiasma 6ptico
cefélica SN . Substancia negra
FRr: Formacién reticular rostral T: Talamo 6ptico
FR.Sb: Formacién reticular subta- Tr: Nucleo descendente del trigé-

lamica

Hp: Hipofisis

Neo: Neocortex

Nmy: Nucleos motores yuxtaepen-
dimarios

NP: Nucleos del puente

mino

VL: Ventriculo lateral

V-3.2; Cuarto ventriculo

V-4.2: Cuarto ventriculo

X: Luz ependimaria abriéndose al
4.0 ventriculo
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SOBRE LA ACCION DE LA GONADOTROPINA CORIONICA
HUMANA EN EL SUBSTRATO GENITAL FEMENINO EN DI-
VERSAS ETAPAS DEL DESARROLLO POSTNATAL*

(REFERENCIA ENTRE LAS TRANSFORMACIONES VASCULARES
Y EL GRADO DE MADURACION PREVIO)

Por

E. Losapa MEgNEs

Introduccién

EL estudio del aparato genital, tanto en la mujer como en los
animales hembras fue siempre un tema predilecto en investi-
gacion.

En la bibliografia encontramos que se estudia desdesde los pun-
tos de vista: morfolégico, histoquimico, bioquimico, etc. Asimismo,
este estudio se hace tanto en casos de normalidad, como en el em-
barazo, etc. Atendiendo al material humano, lo mas empleado seran
aquellos casos patolégicos, como tumores, quistes, accidentes, ete.

En la experimentaciéon animal es muy frecuente someter a éstos
a la influencia hormonal o bien a actuaciones quirtrgicas, tales como
hipofisectomia, ovariectomia, embarazos simulados, etc.

El ovario y el utero son las dos porciones méas preferidas para
estas investigaciones, y dentro de este tltimo lo es el epitelio endo-
metrial. E1 miometrio y el tejido conectivo uterino han sido menos a
menudo el tema central de estudios morfolégicos.

En nuestro trabajo, sometemos a los animales a un tratamiento
hormonal (inyecciones de gonadotropina coriénica) para ver las
transformaciones que sufren algunos de los substratos genitales.

* Tesis Doctoral realizada en el Departamento de Anatomia de la Facultad de Medicina de
Zaragoza, dirigida por el Dr. D. Santiago Rodriguez, Prof. agregado de Anatomia. Fue calificada
el 20-II-1972 de Sobresaliente “cum laude”, por el siguiente Tribunal: Profesores Escolar (presidente),
V. Smith-Agreda, E. Martin, Murillo y Marin Goérriz.

— 323 —
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Antecedentes bibliogrdficos

Dentro de las transformaciones del substrato endocrino, el subs-
trato genital ha sido estudiado por diversos autores.

Con objeto, sin embargo, de tener un concepto amplio y de en-
cuadrar nuestra experiencia en el extenso campo de las transfor-
maciones de las glandulas endocrinas y las mutuas correlativas fun-
cionales que existen entre ellas, creemos oportuns referir jalones
fundamentales dados por diversos autores.

Tenemos que remontarnos, pues, a los trabajos de SeELYE (1946)
y SELYE y CONSTANTINIADES (1948), que al hablarnos del “sindrome ge-
neral de adaptacion” y de la repercusion que todo proceso alarmi-
geno tiene sobre las glandulas adrenales, llaman la atencion sobre
el importante papel de estas en cualquier trastorno que sufra el or-
ganismo viviente.

TonNuTTI (1953) aporta el concepto de “transformacién progresivo-

regresiva” de la suprarrenal, avalada morfolégicamente por altera-
ciones en las capas corticales de dicha glandula.
KracHT (1953a, 1953b) lleva estos conceptos al substrato tiroideo y
MusceHgE (1953) al substrato genital. Asi mismo, BoTerLra (1951, 1956)
aporta y recopila datos sobre las transformaciones y relaciones entre
suprarrenales y genitales.

AmAT (1956) observa en gatas a las que provoca una intensa lu-
teinizacién que la corteza suprarrenal estd en fase progresiva, es
decir, con una capa fascicular grande y una glomerular casi inexis-
tente. Por el contrario, en fase foliculinizante el cuadro suprarrenal
es inverso. Por ultimo, quisiéramos decir que la lectura del trabajo
de Escorar y col. (1957) dan una idea amplia sobre este tema de las
transformaciones del substrato endocrino, dentro del cual queda la
presente experiencia.

Pasamos a continuacion a recopilar observaciones ya hechas so-
bre utero. A este propoésito, y teniendo en cuenta que en el embarazo
existe un influjo hormonal que repercute en toda la organizacion
genital, KeIFrer (1923) encuentra en la pared uterina de mamiferos
hembras en gestacion un incremento de la substancia intercelular,
fibrilar y de los capilares. STIEVE (1935) observa, en este caso, en ute-
ro humano gestante, una hipertrofia y proliferacion de las células
musculares.

Sobre este particular, investigaciones mas modernas y que se Sa-
len ya del terreno estrictamente morfolégico, estudian con deteni-

GONADOTROPINA CORIONICA HUMANA EN EL SUBSTRATO GENITAL FEMENINO 323

miento las proporciones de tejido muscular y conectivo en cuerpo
y cuello uterino. Por la repercusion que tales datos tienen para la
comprension de la dinamica funcional uterina consideramos intere-
sante resefiarlos.

Asi, DuBrAUSKY (1965) encuentra en tuteros no gravidos un 259,
de tejido muscular en la region del cuerpo istmo, y un 209, en el
cuello. Durante el primer trimestre del embarazo encuentra que esta
proporcién aumenta en cuerpo-istmo al 709, mientras que en cue-
llo sigue siendo 20 9%, lo que lleva a este autor a decir que el cuello,
que posee mucha mayor proporcion de tejido conectivo que muscular,
no responde a agentes espasmoliticos. SchHwaLm y DuBRAUSKY (1966),
con estudios mas detallados, encuentran las siguientes cifras: 28 9%
de musculo en utero no gravido, 25 9, en istmo y 8 9, en cuello. Den-
tro del utero, las paredes anterior y posterior del mismo contienen
mas proporcion de musculatura que las laterales. En este mismo
trabajo, estos autores dicen que durante el embarazo aumenta 1a
cantidad de miusculo en cuerpo e istmo, en el 42 9,. Por otra parte,
RorIE y NEWTON (1967) determinan quimicamente mediante actomio-
sina que en el tercio inferior del cuello la proporciéon muscular es
de 6’4 9%; en el tercio medio, de 18 9, y en el tercio superior y cuer-
po uterino, del 68 9.

En otro orden de cosas, YAKOVLEV (1965), en un trabajo sobre es-
tructura 'y fisiologia del tutero, dice que durante el embarazo dos
procesos fundamentales tienen lugar: desarrollo interno de nuevos
elementos tisulares del musculo liso y elongacion de las fibras muscu-
lares lisas.

JAEGER (1965) encuentra al microscopio electréonico que la mayor
parte de las fibras de tejido conectivo son de colageno. Este mismo
autor, previamente, en el afio 1962 publica un trabajo sobre la muscu-
latura lisa del utero, encontrando también, con la ayuda del mi-
croscopio electronico, que las células oscuras musculares activas pre-
dominantes en el utero humano gravido, no se ven en el no gravido.
As imismo, en el utero gravido no observa elementos sincitiales que
conecten unas células con otras. Abundando sobre este particular,
JAEGER y POLEMANN (1962) observan en la pared uterina dos diferen-
tes tipos de células musculares: unas de citoplasma claro y granu-
los regularmente constituidos y muy contrastados; otras de cito-
plasma muy contrastado, numerosas y grandes mitocondrias, asi
como un reticulo endoplasmico bien desarrollado; todo lo cual esta-
ria en relacién con la intensa actividad funcional de estas ultimas.

Otro criterio sobre la actividad de las células musculares, en este
caso en relacion con una funcion sensitiva, es el de Lacuens (1964)
cuando observa que cada célula muscular lisa del tutero contiene,
al menos, un cilio al que dicho autor achaca una funcién sensitiva.
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Sobre la dinamica funcional de las fibras musculares uterinas
consideradas de una manera global, WeTzsTEINS (1965) nota que si
bien los haces musculares del cuerpo uterino cursan en todas direc-
ciones, prevalecen los de la direccion oblicua sobre los verticales, y
s6lo en la region del istmo existe un predominio de las concentra-
ciones musculares en sentido circular.

Todas estas citas nos hablan evidentemente del papel que juega
el tejido muscular en el funcionalismo uterino, y ademas nos llevan
a la consideracion de que las diferencias de tipo estructural entre
cuerpos y cuello de utero tienen su correspondiente correlacion en
la dinamica funcional de los mismos.

Por lo que se refiere al tejido conectivo, acudimos a trabajos como
el de KrICHESKY (1942), en donde al hacer referencia a dicho tejido
nos habla de que encuentra un gran edema del tejido estromal poco
antes del parto. DanForTH (1947) observa que en el utero humano no
gravido, el cuello esta compuesto fundamentalmente de tejido fibroso,
encontrandose, sin embargo, gran proporcion de fibras musculares
en la parte superior del mismo.

CreTIUS (1965) Observa que el colageno que soporta las paredes
uterinas, sufre importantes alteraciones quimicas durante el emba-
razo y parto; alteracions estas que permiten una mayor capacidad
de estiramiento de dichas fibras. Después de una serie de pruebas
quimicas concluye que durante el embarazo existe un incremento
intermolecular del colageno por unidad de peso.

Respecto a las transformaciones que sufre el colageno en diver-
sas circunstancias experimentales, son de destacar los trabajos de
FainstaT. Este autor (1962) observa que el colageno del estroma en-
dometrial, que se pierde en gran cantidad en ratas castradas, ne-
cesita para su regeneracién de hormonas foliculares, no teniendo la
progesterona ningun papel en este proceso regenerativo. Este mismo
autor, FAINSTAT (1963a), observa en ratas adultas virgenes que dicho
estroma endometrial esta formado fundamentalmente a base de fi-
bras colagenas gruesas y densas. En el embarazo, estas fibras son
mucho menos prominentes y sufren dispersion edematosa, desapa-
reciendo en gran proporciéon en los ultimos cinco dias de la gesta-
cion. La dispersion edematosa a que antes nos referiamos, no evo-
luciona por igual en toda la pared uterina, ya que se observa una
menor dispersion edematosa alrededor de las glandulas basales del
endometrio, asi como en las proximidades del miometrio. Asi mismo,
FaIiNsTAT (1963b) encuentra que las fibras colagenas no se recuperan
en ratas castradas y no tratadas con estrogenos. En ratas que no
amamantaron y tuvieron el estro, se recuperan dichas fibras en un
espacio de tres semanas.
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Por otra parte, JoErseEN (1962) hace un estudio de la influencia de
estrogenos y andrégenos sobre las fibras y células del tejido conec-
tivo del utero del cobaya. Llega a la conclusién de que ambas hor-
monas a pequeiias dosis disminuyen la celularidad, asi como la gra-
nulacién de las mismas. Dicha terapia estrogénica o androgénica, si
se hace mas prolongada da lugar a que aumente el numero de Ccé-
lulas, asi como su granulacién. Por otro lado, este tipo de terapia
hormonal produce un aumento del tejido intersticial del miometrio.

Referente al ovario, autores como THIEBLOT, SIMONNET, MELIK ¥
SEGAL (1955), encuentran que una sola dosis de hormona gonadotro-
pina coriénica (HCG) produce ya profundos cambios en las estruc-
turas ovaricas.

LamonD (1958) observa que una amplia gama de dosis pequenas
de dichas hormonas dan lugar, en el ratén, a una respuesta uterina
similar, mientras que la respuesta ovarica es diferente para cada
una de las dosis.

VELARDO (1959) observa que la HCG estimula al tejido intersticial
del ovario de ratas hipofisectomizadas. Asi mismo comprob6 que di-
cha hormona estimula la ovulacién y prolonga la accién lutea en
ratas a las que previamente se les habia provocado un pseudoem-
barazo.

En relacion con la accidon de la HCG y la edad de los animales,
ZARROW y WILSON (1961) encuentran que los foliculos primordiales
de la rata empiezan a ser sensibles a las gonadotropinas, a los 17 6
18 dias de edad. Esta sensibilidad llega al maximo en las dos sema-
nas siguientes para empezar a decrecer a continuacion. ECKSTEIN
(1962) llega a la conclusién de que en ratas sometidas a la accion de
la gonadotropina coriénica y sérica, el peso de ovarios y utero al-
canza su maximo en los animales de unos treinta dias de edad; pero
si bien la respuesta uterina es idéntica para ambas hormonas, no
ocurre asi en el caso del ovario.

_Otras circunstancias relacionadas con este tema bibliografico nos
lo proporciona el trabajo de SmiTH y BrABRURY (1963) que observan
que en ratas virgenes sometidas a tratamiento estrogénico, existe
un aumento de la respuesta ovarica a las gonadotropinas.

Queremos sefialar, asi mismo, que GoLD, CASTILLO, BORSHER y ScoM-
MEGNA (1965) encuentran que la administracién de HCG da lugar a
ovarios quisticos, cosa que no produce la FSH ni la LH, tanto ais-
ladas como asociadas entre si o con otras hormonas.

Por ultimo, quisiéramos mencionar que HAMBURGER y PETERSEN-
BJERGAARD (1937) inyectan diferentes dosis de HCG a ratas inmadu-
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ras y que de los tres métodos de dosificacion empleados (aumento del
peso ovarico, luteinizacién del mismo y aumento del peso uterino)
piensan que el mejor es el del peso ovarico.

Planteamiento

En este trabajo utilizamos animales en diversas fases del desa-
rrollo postnatal y tratados con diferentes dosis de gonadotropina co-
ribnica humana (HCG); los resultados que se obtengan seran some-
tidos a discusion, teniendo en cuenta algunos apartados como los
que siguen:

1. Las transformaciones sufridas por el aparato genital tras in-
yeccion de diversas dosis de hormona gonadotropina coriénica huma-
na. Genitales externos los utilizados fundamentalmente como refe-
rencia.

2. 8i existe verdaderamente relacion entre las transformaciones
que sufre el substrato genital y la dosis (pequeiia o grande) de hormo-
na inyectada.

3. Qué clase de correlacion existe entre la edad del animal,
transformacion del substrato y dosis administradas.

4° Observacion de la respuesta ovarica y su relacion con las
transformaciones uterinas.

Material y métodos

El animal de experimentacién utilizado ha sido la rata blanca hembra
en nimero de 41. Dos de ellas embarazadas (el resto eran virgenes) nos
sirven como controles y se sacrificaron a los 11 dias de gestacién, aproxi-
madamente. El resto se distribuyé de la siguiente manera: 8 de un mes
de edad, de las que una es testigo, otra se inyecta con una unidad rata
(U.R.) de gonadotropina coriénica humana (HCG) (Prednyl de Lab. Orga-
non), tres se inyectan con 10 U.R. y las otras tres con 100 U.R. de HCG.
En todos los casos la dosis empleada se inyect§ subcutdneamente y en
una sola inyeccidn. Se sacrificaron en atmésfera de éter a las 48 horas de
administrado el medicamento.

Otro grupo de un mes y medio de edad que constaba asimismo de 8 ani-
males, fue utilizado en las mismas condiciones que en el caso anterior.

Un tercer grupo de dos meses de edad con el mismo numero de ani-
males sufrié idéntica experimentacién.

Un cuarto y ultimo grupo constaba de 15 animales de dos meses y me-
dio de edad; ocho de ellos se trataron como los grupos anteriormente
descritos; tres fueron inyectados con 10, 100 y 1.000 U.R. de HCG, respec-
tivamente, y sacrificadas a las 72 horas; a las cuatro restantes se les ad-
ministré 1, 10, 100 y 1.000 U.R., sacrificdndolas a las 24 horas de la inocu-
lacién.

Con objeto de ver macroscopicamente las transformaciones sufridas, una
vez abierto el abdomen se fotografia «in situ» el aparato genital, perfun-
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diendo a continuacién —mediante inyeccién en ventriculo izquierdo— con
formol al 10 % o con liquido de Bouin. Después de comprobado el endu-
recimiento debido al fijador, se aislé todo el aparato genital, separando @
continuacién ovarios y uteros junto con el cuello, sumergiéndolos en el
fijador correspondiente: alrededor de 24 horas para el caso del liquido de
Bouin y de 48 horas a 72 cuando se trataba de formol.

Lavado prolongado de las piezas en agua corriente. Deshidrataciéon em-
pezando por alcohol de 70 % hasta llegar al absoluto. Benzoato de metilo,
benzol e incluso en paraplast. Se obtuvieron cortes de seis a siete micras
de espesor y se utilizaron las siguientes tinciones: Hemalumbre de Mayer,
Tricrémico de Goldner Masson, Tricrémico de Martins. El material que
hemos utilizado de manera preferente, ha sido el tenido con el Tricrémico
de Goldner-Masson.

Observaciones macroscépicas

Refiriéndose en primer lugar a los genitales externos, se observan
unos cambios en vulva consistentes en congestion y tumefacciéon de
la misma y aumento de su abertura. Dichos cambios son ya osten-
sibles al comparar el animal testigo (fig.1) con animales inyectados
con 1 U.R. de HCG (fig.2), pasando a ser muy acusados en los ani-
males inyectados con 10 U.R. (fig. 3). Entre este lote de animales y
los inyectados con 100 U.R. (fig. 4), existe asi mismo una diferencia
en sentido positivo.

Para ver estas transformaciones de los genitales externos, nos
hemos referido al grupo de animales de dos meses de edad, pues
resume en ellos lo ocurrido en el resto de las series. Una sintesis
de las observaciones macroscopicas de los genitales, se da en la
tabla 1.

En cuanto a los genitales internos, se observa asi mismo a simple
vista un aumento en el tamafio de ovarios, utero y cuello, ya en los
animales de un mes de edad, pero recurrimos asi mismo a la serie
de dos meses de edad para ver con mas detalle las transformaciones
que de una manera general se observan en la mayoria de las series.
En la figura 5, animal testigo, se ven ovarios, asi como ambos cuer-
nos uterinos que van a unirse para constituir el cuello. Este subs-
trato se nota ligeramente aumentado de tamafio y tumefactado en
los animales inyectados con 1 U.R. (fig.6). Llegan al maximo estos
cambios en los animales tratados con 10 U.R. (fig.7) en donde ob-
servamos un acortamiento de ambos cuernos con un aumento del
diametro de los mismos, del doble 0 mas que en el animal testigo.
Los animales tratados con 100 U.R. (fig. 8), presentan asi mismo acor-
tamiento uterino no acompafiado, sin embargo, de un engrosamiento
ltero-cervical tan manifiesto como el presentado por las ratas tra-
tadas con 10 U.R.
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Fics. 1, 2, 3 y 4. — Ratas: Testigo y tratadas con 1, 10 y 100 U.R. de HCG.,
respectivamente. Sacrificio a las 48 horas de la inyecciéon. Dos meses de
edad. Obsérvese la vagina (arriba) como reacciona ya (fig.2) en la inyec-
tada con 1 U.R. de HCG. La abertura vaginal y congestién de su bordes
es mdas acusada en los dos animales siguientes. (En todos los animales
de nuestra experiencia la dosis se administré en una sola inyeccién.)
Figs. 5, 6, 7 y 8. — Genitales internos correspondientes a los mismos ani-
males: testigo y tratados con 1, 10 y 100 U.R. de HCG, citados en las
cuatro primeras figuras. No6tese que entre las figuras 5, 6 y 7 la diferencia
en cuanto a acortamiento y grosor de cuernos y cuello uterino es muy
manifiesta. No asi entre las figuras 7 y 8, no obstante existir una diferen-
cia de dosis que es igualmente 10 veces mayor.

L T VERIT IR eee
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Un mayor detalle “in situ” de estas transformaciones se observa
en las figuras siguientes en donde se corrobora que proporcionalmen-
te, el cambio mas acusado, sobre todo en lo referente al utero, per-
tenece a los animales inyectados con 10 U.R. Entre los inyectados
con 10 U.R. y con 100 U.R., es a nivel de ovario y no de utero (figu-
ras 11 y 12) donde existe cierta diferencia.

Fies. 9, 10, 11 y 12. — Detalle de ovario y Utero de animales
de dos meses de edad: testigo y tratadas con 1, 10 y 100 U.R.
de HCG, con objeto de ver macroscépicamente las transfor-
maciones sufridas. Es de destacar, al comparar las figuras 11 y
12, que si bien el aspecto del Gtero es muy similar, el ovario
del inyectado con 100 U.R. de HCG estd m&s hipertrofiado.

Ya indicabamos en el capitulo “Material y métodos” que el gru-
po de animales de dos meses y medio de edad —practicamente ma-
duros desde el punto de vista sexual— constaba de mayor ntmero
de individuos con objeto de hacer observaciones de tipo macrosco-
pico. A este respecto las transformaciones que sufren los animales
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de esta serie que se sacrificaron a las veinticuatro horas después de
inyectados, son los siguientes: se nota cierta diferencia entre los
animales tratados con 1 U.R. (fig.13) y los tratados con 10 U.R.
(fig. 14). Los tratados con 100 U.R. (fig.15) presentan para este pe-
ricdo de tiempo (24 horas de experimentacion) una reacciéon aproxi-
madamente igual que la del animal con 1 U.R. Los tratados con
1.000 U.R. (fig. 16) son los que dan una acusada reaccién de tume-
faccion, engrosamiento y acortamiento uterino.

TaBLLA 1. — Sintesis de observaciones macroscopicas en los genitales.
Animales de dos meses de edad

Testigo 1 U.R* 10 U.R. | 100 U.R.

Congestion  OVALICA Guba:imiiwins X XX XXX XXX
Cuerpo amarillo ... teac i x XX XXX XX
Acortamiento uterino ............. A X XXX XXX
Engrosamiento uterino ........... — X XXX XX
Congestion uterina ................. = % XXX XX
Tumefaccién genitales externos == X XX XXX
Apertura; VUIVAL . o ssusisssisniss b4 XX XXX XXX

* TU.R. = unidad rata de gonadotropina coridnica humana.

Veamos a continuacion los animales de esta misma edad inyec-
tados con 10, 100, 1.000 U.R. de HCG, siempre en dosis unica, que
se sacrificaron a las 72 horas. La figura 17 corresponde a un animal
testigo de dos meses y medio de edad. Son los tratados con 1.000 U.R.
los que presentan los cambios mas ostensibles (fig.19). Si compara-
mos esta figura con la 20 (1.000 U.R.) veremos en esta ultima un
acortamiento uterino, pero al mismo tiempo una disminucion del
grosor del mismo respecto al anterior.

De todo lo antedicho se deduce que existen una serie de factores
(edad, dosis hormonal, tiempo de experimentaciéon, etc.) sobre los
que se hablara en capitulos posteriores.

Observaciones microscopicas

En este apartado nos referimos —so6lo con objeto de simplificar
datos— a los animales tratados con 10 y 100 U.R. de HCG, con sus
correspondientes testigos, asi como a los sacrificados en gestacion.
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Figs. 13, 14, 15 y 16. — Ratas de dos meses y medio de edad tratadas con

1, 10, 100 y 1.000 U.R. de HCG, respectivamente. Sacrificadas a las 24 horas.

Puede observarse cémo el tiempo de experimentacién —s6lo un dia en
este caso— origina el que las diferencias no sean muy manifiestas.

Fiags. 17, 18, 19 ¥y 20. — Genitales internos correspondientes a ratas de dos

meses y medio de edad: testigo y tratadas con 10, 100 y 1.000 U.R. de HCG,

respectivamente. Sacrificadas a las 72 horas de la inyeccién. Proporcional-

mente, la hipertrofia de cérvix y ttero es menor que en las ratas de dos
meses de edad, incapaces aun de gestar.

9 - AN. ANAT.
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Animales de un mes de edad

El material perteneciente a los testigos queda plasmado en las
figuras 21, 24. El ovario (fig.21) presenta un aspecto adecuado a su
edad, en donde predominan los foliculos primarios. Algunos de ellos,
sin embargo, empiezan a mostrar cavidad folicular. No existen aun
cuerpos amarillos.

La figura 24 muestra una seccién a pequefio aumento de uno de
los cuernos uterinos, destacandose claramente la capa muscular cir-
cular del miometrio, no siendo tan manifiesta la capa de fibras
musculares longitudinales o capa externa. El endometrio ofrece el
aspecto clasico con su ribete epitelial y la parte subyacente o co-
nectiva.

Los animales de un mes de edad e inyectados con 10 U.R. de
HCG presentan determinadas particularidades. Asi, por ejemplo, en
ovario (fig.22) se observa, junto a foliculos primordiales, vesiculas
de De Graaf, algunas de ellas muy voluminosas, haciendo prominen-
cia en el epitelio germinativo. No se observa tampoco en este caso
cuerpos luteos.

En una seccién panoramica del utero de esta tanda de animales
(fig. 25) se observa un aumento de la vascularizacion del conectivo
endometrial, asi como proliferaciéon de las glandulas tubulares. Es
digno de ser notado, el hecho de que la vascularizacién es muy
manifiesta entre ambas capas de fibras musculares lisas del miome-
trio; circunstancia que practicamente no se da en los correspondien-
tes testigos. El epitelio endometrial es mas alto y hay signos de
edema estromal, o con estroma mucho mis laxo que en el caso
anterior.

En los animales de esta misma edad, pero tratados con 100 U.R.
de HCG, el ovario (fig. 23) muestra vesiculas de De Graaf mas abun-
dantes y tan voluminosas que se puede hablar ya de quistes en
algunas de ellas. Llama la atencién en este caso el hecho de que
se observa ya algun cuerpo amarillo joven, circunstancia que no
ocurrié ni en los testigos ni en los animales de esta misma edad
inyectados con 10 U.R.

El utero (fig.26) presenta una reacciéon vascular a nivel del es-
troma endometrial (fig.27). Este hecho es menos acusado entre las
capas musculares circular y longitudinal del miometrio. Por otra
parte, el epitelio luminal es algo mas bajo que en el caso anterior
y el tejido linforeticular subepitelial mas compacto.

Animales de mes y medio de edad

En los testigos, el ovario presenta un aspecto de inmadurez se-
xual (fig.28). Los tratados con 10 U.R. de HCG nos presentan un

GONADOTROPINA CORIONICA HUMANA EN EL SUBSTRATO GENITAL FEMENINO 335

Figs. 21, 22 y 23. — Ovarios correspondientes a ratas de un mes de edad:

testigo y tratadas con 10 y 100 U.R. de HCG, respectivamente. Sacrificadas

a las 48 horas. Tric. de Goldner Masson. 16 X. En las tratadas con 10 U.R.

(fig. 22) no se observan cuerpos luteos. En la figura 23 (100 U.R.) se ob-
servan foliculos en fase de luteinizacion.

Figs. 24, 25 y 26. — Secciones transversales de uteros que corresponden,

respectivamente, a los animales citados en las tres figuras anteriores. Tric.

de Goldner Masson. 20X. Obsérvese en la figura 25 (10 U.R. de HCG) el

edema del estroma endometrial, desarrollo glandular y mayor vasculari-

zacion, muy acusada sobre todo entre ambas capas de musculatura lisa.

En la figura 26 (100 U.R. de HCG) la hipervascularizacién domina en el
estroma endometrial.
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panorama totalmente distinto, con vesiculas de De Graaf y cuerpos
luteos jovenes (fig.29). Similar aspecto, pero con mas abundancia
de quistes y cuerpos amarillos es el de los inyectados con 100 U.R.
de HCG (fig. 30).

Por lo que se refiere al cuerpo uterino, los animales testigos (fi-
gura 31) muestran un aspecto que si se compara con el de un mes
de edad (fig.24) lo que mas nos
llama la atencién es una mayor
vascularizacién entre las capas
musculares longitudinal y circular.

Por lo que respecta a los ani-
males de esta edad, pero tratados
con 10 U.R. de HCG (fig. 32), la
vascularizacion a todos: los nive-
les, tanto en el estroma: endo-
metrial como sobre todo a nivel
del intersticio entre ambas capas
musculares, es bien manifiesto.

Los animales tratados con
100 U.R. de HCG, ya vimos como
el ovario respondia con una ma-
duracion acentuada de sus folicu-
los y de cuerpos luteos. En cuanto
al utero (fig. 33) la vascularizacién
ha disminuido considerablemente
con respecto a las de 10 U.R. en
el intersticio entre ambas capas
musculares. &3

En cuanto al epitelio endome-
trial en estos animales, no son tan
marcadas las diferencias como en
los de un mes de edad, aungque

Fic. 27. — Detalle de la figura 26 a
100x. Se observa de arriba a bajo,
epitelio endometrial, estroma endome-
trial, capa circular interna de fibras
musculares lisas y capa longitudinal
externa de fibras musculares. Es evi-
dente la hipervascularizacién en endo-
metrio en relacién con el aumento de
la dosis hormonal.

GONADOTROPINA CORIONICA HUMANA EN EL SUBSTRATO GENITAL FEMENINO 337

Fics. 28, 29 y 30. — Ovarios correspondientes a ratas de mes y medio de

edad: testigo y tratadas con 10 y 100 U.R. de HCG, respectivamente. Sa-

crificadas a las 48 horas. Tric. de Goldner Masson. 16x. A esta edad el

testigo muestra un ovario todavia muy inmaduro. Sin embargo, en los

animales experimentales (figs.29 y 30) existen cuerpos luteos bien desa-

rrollados y algin foliculo de aspecto quistico. El estroma ovérico estd muy
edematoso.

Fics. 31, 32 y 33. — Cortes transversales de uteros correspondientes, res-
pectivamente, a los animales citados en las tres figuras anteriores. Tric. de
Goldner Masson. 20 X. En el testigo se observan ya neoformacién vascular
v glandular. Dicha neoformacién vascular es muy manifiesta en los ani-
males tratados con 10 U.R. (fig. 32), destacando los gruesos espacios vascu-
lares entre las capas circular y longitudinal del musculo liso. En el animal
de la figura 33 (100 U.R.) domina la neoformacién vascular y congestién san-
guinea en endometrio. Disminuye, en cambio, entre ambas capas musculares,
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desde luego es evidente el edema estromal en los animales some-
tidos a experiencia, de lo que resulta que el tejido linfo-reticular
subyacente al epitelio es menos compacto.

Animales de dos meses de edad

Se da una circunstancia inexistente en los casos anteriores: se
observan cuerpos luteos en ovarios de los animales testigos (fig. 34).
En cuerno uterino (fig.37) la vascularizacién es ya manifiesta y
existe asi mismo proliferacion de glandulas tubulares.

En el ovario de los animales inyectados con 10 U.R. de HCG, se
observan varios cuerpos luteos (fig.35) con intensa vascularizacion.
Por lo que respecta al utero (fig.38) de estos mismos animales, la
vascularizacion y congestion sanguinea es muy abundante, asi como
el desarrollo de las glandulas endometriales.

Pasando ahora a las ratas a las que se les administré 100 U.R.
de HCG, se observa un ovario (fig.36) con aspecto quistico y mas
parecido al de los testigos que al de los inyectados con 10 U.R. de
HCG. El utero (fig.39) muestra hipervascularizaciéon abundante a
nivel del intersticio entre las capas musculares circular y longitu-
dinal, asi como hipertrofia glandular ostensible, siendo muy acusa-
do el edema del estroma endometrial.

El epitelio luminal en los testigos de esta tanda de animales no
es muy alto; el nucleo ocupa proporcionalmente un espacio consi-
derable del territorio celular. Por el contrario, en los animales tra-
tados con 10 U.R. de HCG, el epitelio luminal es muy alto, tanto o
mas que en el caso de los inyectados con 100 U.R.

Animales de dos meses y medio de edad

En los testigos, tanto ovario (fig.40) como utero (fig. 43) presen-
tan el aspecto correspondiente al de una rata adulta. Por lo que
se refiere a este ultimo, la proliferacion glandular en el estroma
endometrial es bastante considerable, asi como la vascularizacion
existente entre las capas circular y longitudinal de la musculatu-
ra lisa.

En los animales a los que se les inyecté 10 U.R. de HCGQG, el ova-
rio (fig. 41) muestra cuerpos amarillos, asi como algunos quistes. En
cuerno uterino (fig.44) se observa una hipertrofia glandular en el
endometrio bastante acusada y sobre todo resalta una hipervascu-
larizacion de tipo lacunoso muy ostensible. Es asi mismo acusado
el edema endometrial, notandose dispersas e hinchadas las fibras
colagenas, que son mas abundantes en las proximidades de las glan-
dulas del endometrio.
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Fics. 34, 35 y 36. — Ovarios correspondientes a ratas de _dos meses de e_da‘d:
testigo e inyectadas con 10 y 100 U.R. de HCG, respectivamente. Sacrifica-
das a las 48 horas de la inoculacién. Tric. de Goldner-Masson. 16x. En
esta serie los testigos muestran ya cuerpos amarillos y e's:croma edema-
toso y muy vascularizado. Obsérvese la perfecta luteinizacién de los tra-
tados con 10 U.R. y el aspecto poliquistico de los tratados con 100 U.R.
Fies. 37, 38 y 39. — Cortes transversales de uteros que corr‘esponden', res-
pectivamente, a los animales citados en las tres figuras apterlores. :I‘rlc. de
Goldner Masson. 20x. Llama la atencién la gran congestién sanguinea del
tratado con 10 U.R. (fig. 38), que se corresponde con un ovario cargado de
cuerpos luteos. Asi mismo, es de notar que en los tratados con 1'00 U.R.
(i-39), la vascularizacién disminuye ostensiblemente en endometrio, para
aumentar entre las capas interna y externa de musculatura lisa. En endo-
metrio, lo que destaca en esta figura es una intensa proliferaciéon glan.du-
lar. Noétese igualmente que el ovario de estos animales es poliquistico.
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Fig45
Fies. 40, 41 y 42. — Ovarios pertenecientes a ratas de dos meses y medio
de edad: testigo y tratadas con 10 y 100 U.R. de HCG, respectivamente.
Sacrificadas a las 48 horas. Tric. de Goldner Masson. 16 x. A esta edad las
ratas son aptas para ser cruzadas. Néotese que con 10 U.R. (fig. 41) aparecen

voluminosos foliculos junto a un cuerpo amarillo. No asi con 100 U.R.
(fig. 42) en donde se observa un intenso proceso de luteinizacién.
Fics. 43, 44 y 45. — Secciones transversales de lUteros; corresponden, res-
pectivamente, a los animales de dos meses y medio de edad de las tres
figuras anteriores. Tric. de Goldner Masson. 20x. Llama la atencién sobre
todo la neoformacién vascular de los tratados con 10 U.R. (fig. 44) y la con-
gestién sanguinea de los tratados con 100 U.R. (fig. 45).
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En las ratas de esta misma edad, pero tratadas con 100 U.R. de
HCG, el ovario (fig. 42) muestra un aspecto con una mejor luteini-
zacion. En utero (fig.45) la vascularizaciéon es mas manifiesta que
en los testigos, pero menos que en los tratados con 10 U.R. de HCG,
lo mismo podriamos decir para el caso de la hipertrofia glandular.

El epitelio endometrial mas desarrollado en esta szrie correspon-
de al de las ratas tratadas con 100 U.R.

Como control presentamos material de ratas sacrificadas a mi-
tad de embarazo, aproximadamente. En ovario (fig.46) existen cuer-
pos luteos del embarazo. En tutero (figs.47 y 48) la hipervasculari-
zacion es acusada sobre todo subepitelialmente.

Figs. 46 y 47. — Material utilizado simplemente como control comparativo
YV que pertenece a una rata sacrificada, aproximadamente, a mitad del
embarazo (a los doce dias del cruce). Aumentos y tincién como en los ca-
sos anteriores. En ovario se observan muchos cuerpos amarillos, algunos
muy voluminosos como corresponde a un animal en gestacién. El corte
transversal de ttero corresponde, como es légico al eStrechamiento uterino
localizado entre la implantacién de dos embriones. Existe evidentemente
proliferaciéon glandular, asi como neoformacién vascular, pero en algunos
de los animales experimentales es ésta y sobre todo la congestiéon sanguinea
. mas intensa.

Discusién

Al iniciar este capitulo es logico que tengamos en cuenta en todo
momento algunas circunstancias, tales como: edad del animal, do-
sis administirada y tiempo de experimentacion empleado. Nuestras
cbservaciones tendran por tanto que ser analizadas en relacion con
estos tres factores, de los cuales vamos a tomar como tiempo de
experimentacién el de cuarenta y ocho horas para asi tener siem-
pre la misma referencia. Por otra parte, s6lo en muy pocos anima-
les hemos trabajado con tiempos mayores al anteriormente referido.
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Ya los animales mas jovenes, los de un mes de edad, nos ofre-
cen la caracteristica de que s6lo con la dosis de 100 U.R. de HCG
se observen cuerpos luteos. Teniendo en cuenta, segiin SmiTH ¥ BraD-
BURY (1963) que un tratamiento previo con estrégenos aumenta la
respuesta ovarica a las gonadotropinas, es factible pensar que en
los animales de un mes de edad el nivel de estrégenos en sangre
no sea lo suficientemente elevado como para producir una respuesta
masiva en ovario con s6lo 10 U.R. de HCG. Por otra parte, ZARROW
y WiLsoN (1961) encontraron que los foliculos primordiales de la
rata alcanzan su maximo de sensibilidad a la HCG a los 35 dias.
Esta sensibilidad maxima puede referirse bien a un aumento de
tamafio y peso del ovario, debido a la maduracién folicular, o bien
a la formacién de quistes como demuestra EcksTEIN (1962), GoLp
(1965), etc.

En la serie de animales de cuarenta y cinco dias de edad hemos
visto céomo los testigos ofrecen alin un ovario muy indiferenciado,
es decir, de caracteristicas muy similares a 10os de un mes de edad.
Sin embargo, al ser inyectados con una dosis de 10 U.R. de HCG,
la respuesta ovarica es distinta, pues aparecen cuerpos luteos total-
mente desarrollados.

Si comparamos estas dos series de animales, vemos que ante ova-
rios de aspecto morfologico muy similar y usando un tiempo de
experimentacién y dosis iguales en ambos casos, la respuesta ova-
rica es diferente, lo que es posible que esté en relacién con el di-
ferente nivel de gonadotropinas hipofisarias en cada grupo. Esto
que decimos se expresa en la experiencia de Zarrow y WILsoN antes
citada, que nos hablan de que los foliculos primordiales de la rata
empiezan a ser sensibles a la HCG a los diecisiete o dieciocho dias
de edad, para ir aumentando paulatinamente. Existe, no obstante,
cierta discrepancia respecto al maximo de sensibilidad entre nues-
tras observaciones y las de estos autores. Ellos hablan de que 1a
edad optima es la de treinta y cinco dias, mientras que en nuestra
experiencia reaccionan mas masivamente las de cuarenta y cinco
dias que las de treinta dias. Esta dualidad de resultados puede ser,
sin embargo, aparente, pues es factible que la sensibilidad del ova-
rio a la HCG crezca considerablemente de los treinta a los treinta
y cinco dias, circunstancia ésta que no hemos comprobado perso-
nalmente.

Hemos de hacer notar que la reaccion del tejido intersticial del
ovario, va paralelo a la maduracién folicular y por consiguiente es
mas edematoso 'y vascularizado en las ratas de un mes y medio de
edad. Hacemos hincapié en que tanto estos animales como en los
de un mes de edad, la reacciéon conjuntiva es mas ostensible en los
tratados con dosis mayores de HCG. Como iremos viendo, 1 reac-
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cién del conjuntivo es siempre directamente proporcional a la do-
sis de HCG administrada y a la edad del animal, pues aunquz VE-
LARDO (1959) observara que en ratas hipofisectomizadas el tejido in-
tersticial reaccionaba a la administracion de HCG, es muy faciible
que esta reacciéon sea mas completa en los animales normales con
toda su dotaciéon hormonal.

La reaccion uterina en estas dos series de animales es digna de
tenerse en cuenta. Encontramos en el epitelio endometrial de los
experimentales de un mes de edad, un aumento del citoplasma. No
existen diferencias apreciables entre los inyectados con 10 y 100 U.R.
de HCG.

Por otra parte, si comparamos la vascularizacién y proliferacion
glandular de la pared uterina en los animales testigos y experi-
mentales, las diferencias son muy marcadas a favor de estos ulti-
mos, circunstancia esta que se relaciona con la transformacién su-
frida por el ovario. Pero si esto mismo lo analizamos ahora compa-
rativamente entre los inyectados con 10 y 100 U.R. de HCG, se ob-
serva en aquellos que la vascularizacion domina en el intersticio
que dejan entre si ambas capas de fibras musculares lisas; en los
tratados con 100 U.R. de HCG la vascularizacion es mas ostensible
a nivel del estroma endometrial.

Otra circunstancia a tener en cuenta es que en los tratados con
100 U.R. de HCG hay mayor congestion sanguinea y edema estro-
mal y por consiguiente una marcada reaccion de pseudoembarazo
en los animales tratados con dosis mas elevadas. A este respecto
BROWN y BRADBURY (1947) observan que con dosis altas de HCG, se
prolonga considerablemente el ciclo menstrual y se produce una
reaccion decidual en endometrio. Lo mismo concluyen otros autores
como FRIED y RAKOFF (1951), PALMER (1957), etc. El edema estromal,
segun FAINSTAT (1963) se deberia fundamentalmente a la disper-
sién de las fibras colagenas.

En los animales de un mes y medio de edad ya encontramos en
utero una manifiesta vascularizacién en los testigos. Insistiendo so-
bre el hecho observando de que los ovarios de esta serie de anima-
les y los de un mes de edad presentaban ambos un aspecto que de-
notaba inmadurez, al menos desde el punto de vista morfologico, es
muy llamativo el que los tuteros de cada una de las series presen-
ten morfologia claramente diferente, lo que atribuimos a una ac-
cion estrogénica continuada en el tiempo. Queremos decir con esto
que la influencia estrogénica —mas alargada en los animales de
mas edad— tiene una influencia decisiva sobre el utero aun en el
caso de que las concentraciones de estrogeno en sangre (los ovarios
son de caracteristicas morfolégicas similares) sean de un nivel se-
mejante.
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En los experimentales de esta serie de un mes y medio de edad,
los tratados con 10 U.R. de HCG, muestran una tremenda vascula-
rizacion entre ambas capas del miometrio. Por otro lado, en los
tratados con 100 U.R. de HCG, la vascularizacién en miometrio es
menos manifiesta, lo que es posible esté en relacién con una mayor
luteinizacién de estos ultimos.

Es posible que algunas de las circunstancias comentadas en las
dos series de animales antes citados queden mejor aclaradas con el
estudio de la de dos meses de edad. Sabido es qus la edad minima
de aparear una rata hembra es entre los setenta-setenta y cinco
dias de edad, esto quiere decir que los animales de esta serie no han
alcanzado completamente la madurez sexual. Sin embargo, se ob-
servan ya en los tejidos cuerpos luteos perfectamente desarrollados.
En el utero de los testigos empezamos por observar quz el epitelio
luminal no es tan bajo como en los casos anteriores y que existe ya
congestion vascular en todos los niveles de la pared uterina. Pero
si pasamos a los experimentales ,vemos que los tratados con 10 U.R.
de HCG, los luteos son muy abundantes y vascularizados; en utero,
el epitelio endometrial es muy alto y la hipervascularizacién, con-
gestion sanguinea y edema del estroma endometrial son maximos.
Por lo que se refiere al aspecto del intersticio existente entre ambas
capas de fibras musculares lisas, existe aqui cierta concordancia con
lo dicho en la serie de animales de un mes y medio de edad, en
la que achacabamos precisamente a una luteinizaciéon excesiva el
hecho de que disminuyese la vascularizacién en miometrio, o por
lo menos que la vascularizaciéon en endometrio sea muy superior a
la del miometrio.

Es llamativo el que en estos animales de dos meses de edad, pero
tratados con 100 U.R. de HCG, el utero muestra un aspecto tan di-
ferente como es el que corresponde a una hipervascularizacién mio-
metrial, disminuciéon de la misma a nivel de endometrio, asi como
disminucién de la altura del epitelio endometrial. Todas estas dife-
rencias morfologicas quedan explicadas al observar el ovario de es-
tos animales, que ofrece un aspecto poliquistico caracteristico. En
consecuencia, la dosis de 100 U.R. de HCG en animales de dos me-
ses de edad, lleva a la producciéon de quistes y a unas transforma-
ciones de la pared uterina en la que la hipervascularizacion mio-
metrial afecta al musculo en si, pues notamos que la capa muscular
externa o longitudinal ha disminuido en espesor en comparacion
con los tratados con 10 U.R. de HCG. A este propoésito, LEvIN y TIN-
DALE (1937) observan que el aumento del peso uterino en ratas tra-
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tadas con HCG, va en aumento hasta llegar a una dosis en que
dicho peso empieza a disminuir. En nuestro material, esta dismi-
nuciéon ponderal hemos visto que es debida a la falta de conges-
tion vascular, asi como a una disminucién de la fibra muscular lisa.
Es légico pensar, como afirman Evans y SiMpsoN (1950), que la
respuesta total a la HCG, en animales completos es debida a la
hipofisis, ya por estimulo de la misma, ya por accién sinérgica con
la hormona foliculo-estimulante hipofisaria presente en cantidades
insuficientes para ser efectiva por si sola. Pensamos, por consiguien-
te, que en estas ratas de sesenta dias (no maduras del todo, desde
el punto de vista sexual) la dosis de 100 U.R. de HCG sea excesiva
para la accion sinérgica con la tasa de hormona foliculo-estimulante
propia de un animal de dos meses de edad y ello lleva a que con
esta dosis de 100 U.R. se produzcan ovarios poliquisticos en estos
animales.

Es digno de notarse que las ratas de dos meses y medio de edad,
y por tanto en condiciones fisiolégicas para gestar, las 10 U.R. de
HCG dan lugar a quistes hasta tal punto que el ovario de los tes-
tigos de esta serie y el de los tratados con la dosis antes dicha, no
se diferencian, sino en que existen en estos mas foliculos quisticos.
Es logico pensar que esta diferente respuesta a una dosis igual en
un tiempo de experimentacion idéntico sea debido a la edad del
animal o, lo que es lo mismo, al diferente estado endocrino de cada
una de las series de animales.

Ante los datos objetivos de nuestras observaciones pensamos que
para estimular un ovario con HCG, es muy importante valorar el
estado del funcionalismo hipofisario, pues segun sea éste, la dosis
de HCG puede resultar excesiva o escasa. La accion coadyuvante
de la hormona foliculo-estimulante y en ultima instancia los estré-
genos, son fundamentales en el mecanismo de acciéon de las gona-
dotropinas de tipo corionico.

Insistiendo sobre este particular, consideramos d= gran impor-
tancia clinica, no s6lo la dosificacion, sino también la edad del su-
jeto y como deciamos anteriormente su nivel hormonal, fundamen-
talmente hipofisario, ya que puede existir desacuerdo entre la edad
real y fisiologica del paciente. Es posible que el saber o np saber
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compaginar estas circunstancias sea una de las causas que motiva
el que la HCG, aplicada a la clinica humana, tenga tantos defen-
sores como retractores a ultranza y citaremos entre estos ultimos
a MARIXAEL (1959), REYMOND (1959), PALMER (1948), BECIERE (1959), etc.
Asi mismo, Marco ANGULO (1964) observa que ratas inmaduras in-
yectadas con dosis altas de gonadotropinas presentan diversas alte-
raciones en su tracto genital.

Segliin hemos visto en los antecedentes bibliograficos, el aspecto
del estroma y del tejido muscular liso es de gran importancia en
las transformaciones que puedan sufrir los 6rganos genitales en es-
tado de gestacion o bien bajo la accién de otros agentes capaces
de producir un pseudoembarazo. Por lo que respecta al tejido con-
juntivo, autores como DanrForTH (1947), CreTIus (1965), etc., nos
hablan de las intensas transformaciones sufridas por las fibras co-
lagenas en embarazo y parto, con el fin de permitir un mayor esti-
ramiento de las mismas. En nuestro material sz observan eviden-
temente dispersiéon edematosa de las fibras colagenas, circunstancia
que observa FaInNsTAT (1963), pero en el caso de ratas embarazadas.

Sobre la fibra muscular lisa uterina es, ante todo con métodos
quimicos, como los investigadores estudian la proporcion de las mis-
mas en los diferentes tramos del tracto genital, DuBrauszky (1965),
ScawaLM y DUBRAUSZKY (1966), RoriE y NEwTOoN (1967), etc. Nuestras
observaciones de tipo morfolégico no arrojan mucha luz sobre el
particular. No obstante, y segiin ya apuntabamos antes, en los ani-
males de sesenta dias de edad y tratados con 100 U.R. de HCG hay
una evidente disminuciéon en espesor de la capa muscular longitu-
dinal externa, circunstancia ésta que debe estar en relacion con el
aspecto poliquistico que presenta el ovario de estos animales.

Consideraciones clinicas

Pasamos a continuacién a hacer unas breves consideraciones so-
bre el empleo de la HCG en la terapéutica humana, asi como a
correlacionar estos datos clinicos con los resultados de nuestra
investigacion, para tratar de ver si ambos caminan en el mismo
sentido.

Por la similitud de acciéon biolégica entre la HCG y la hormona
luteinitante (LH), aquélla fue usada desde su descubrimiento y pu-
rificacién, en la clinica humana. Asi, MANDELSTAN y TSCHAIKOWSKY
(1932), WeEsTMAN (1937), HAMBLEN y Ross (1936) lograron con ella pro-
longacion del cuerno luteo y del ciclo menstrual. BROWNE y VEN-
NING (1938) aumentaron con su empleo la excrecion de pregnandiol
en la segunda fase del ciclo, mientras que BrRowN y BRADBURY (1947)
produjeron un pseudoembarazo con prolongacién de la fase secre-
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tora del ciclo, elevacion persistente de la eliminacion del pregman-
diol y reaccion decidual del endometrio.

Todo esto deja bien establecido la accién de la HCG sobre el
cuerpo luteo, pero hay dudas sobre su capacidad de producir ma-
duracion folicular y ovulacion, dudas que parten del hecho clinico
de emplearse en mujeres con hipofisis intactas, mas o menos fun-
cionantes. Asi, GEisT (1933) observo luteinizacion de la teca, y Ham-
BLEN y Ross (1936) y WEsTaN (1937) vieron luteinizacion de la gra-
nulosa después de una inyeccion de HCG en el medio del ciclo.

Sobre su capacidad de inducir la ovulaciéon, asi parecz deducirse
de los trabajos iniciales de ZonpEk (1927) y de los de Damm (1936).
Sin embargo, investigadores mas recientes, Kotz y HERRMANN (1961)
afirman la incapacidad de la HCG para estimular el desarrollo de
foliculos de De Graaf y, por lo tanto, para producir maduraciéon y
liberacién del huevo, tanto en monos como en humanos. Esta ase-
veracion es, no obstante, puesta en duda por otros autores que ob-
tuvieron con el tratamiento de HCG en enfermas que no ovulaban,
ya endometrio progestacional (CrLaessoN, 1948; WHaALEN, 1950), ya
embarazos (BERGMAN, 1958).

De todo esto se ha llegado a la idea actual de que el papel de
la HCG como inductor de ovulaciéon en enfermas hipogonadotropi-
cas no es satisfactorio y por ello hoy se recurre al empleo conjunto
de HCG y de hormona foliculo-estimulante de pintuitaria humana
(HPFSH o HPG). Aun en este caso la clinica carece de datos sobre
la dosis ideal a emplear en cada enferma.

Como explicacion a todo lo dicho esta la hipotesis de que la
HCG necesita para producir ovulacion un cierto nivel de madura-
cién por la accién de gonadotropinas hipofisarias endégenas o por
las ex6genas.

De nuestra experimentaciéon nos afirmamos en el gran papel que
desempefia la actividad hipofisaria previa, lo que nos explica la di-
ferente reaccion ovarica de los animales segun su edad, que noso-
tros creemos es por la mayor o menor actividad gonadotrépica hipo-
fisaria.

Otro aspecto a relacionar es la posibilidad de la HCG de pro-
ducir ovarios quisticos. En nuestra experiencia se deduce que los
quistes son debidos a un sobre estimulo de la acciéon conjunta gona-
dotropina hipofisaria y HCG. Asi se explica que, por ejemplo, una
dosis de 10 U.R. de HCG en los animales de un mes de edad no llega
ni a producir cuerpos luteos; en los de mes y medio y dos meses
de edad producen cuerpos amarillos, y en los de dos meses y medio
de edad, ya empiezan a aparecer quistes. Al aumentar la dosis de
HCG los quistes van apareciendo en animales mas jovenes, y asi,
con 100 U.R., se ve ya en las ratas de dos meses de edad.
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Conclusiones

1+ Partimos comprobando que en ratas en diferentes etapas del
desarrollo postnatal y tratadas con gonadotropina coriénica huma-
na, macroscopicamente el ovario siempre reacciona con mayor con-
gestion y tumefacciéon y, por consiguiente, con aumento del tamafno
y peso, tanto mayores cuanto mayor es la dosis administrada. Mi-
croscopicamente dichos aumentos ponderal y en volumen Son debi-
dos —segun la edad de los animales— bien a la formacion de cuer-
pos amarillos, bien a la presencia de quistes.

2.~ Nuestra aportacion concreta en esta conclusion se refiere a
que en los animales en los que el ovario muestra abundantes y ma-
duros cuerpos luteos, su utero se distingue fundamentalmente por
su hipervascularizacién. La proliferacion glandular es también oOs-
tensible, pero no tan definitiva y caracteristica como el aumento de
vasos sanguineos.

3 T.g vascularizacion uterina de los animales de nuestra ex-
periencia empieza siendo mds ostensible entre las capas muscula-
res circular y longitudinal. Al seguir aumentando la dosis de HCG,
0 mas exactamente cuando el ovario ofrece una morfologia que in-
dica que estd en una fase luteinica Optima, dicha proliferacion vas-
cular es, ante todo, patente en el estroma endometrial o por 10
menos hay en esta zona un predominio de la misma.

4» Con dosis pequefias de HCG lo primero en aparecer €s una
gran proliferacion glandular en el endometrio, asi como un aumen-
to manifiesto de la vascularizacion. A posteriori, esta hormona da
lugar a una extraordinaria hipervascularizacion en miometrio has-
ta llegar a ser el detalle morfolégico mas destacable de la pared
uterina.

52 Podemos matizar que en los animales que han entrado en
la pubertad, pero que aun no han alcanzado una completa madu-
racion sexual, la dosis de 10 U.R. de HCG producen una intensa lu-
teinizacion que repercute manifiestamente en utero, provocando una
reaccion decidual muy clara. Dosis de 100 U.R. de HCG dan lugar
a un ovario poliquistico y a una disminucién de la vascularizacion
endometrial. La vascularizacion a nivel del miometrio es, por el con-
trario, mas ostensible.

6> La ultima conclusion mencionada nos lleva a la considera-
cién de la importancia que tiene no sélo las dosis administradas en

las terapéuticas antiesterilidad, sino también la valorizacion exac--

ta del funcionamiento hipofisario y de otras glandulas endocrinas.
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Resumen

Se aplica experimentalmente la gonodotropina coridnica a ratas en de-
sarrollo postnatal, estudiando sus transformaciones en ovarios y utero
fundamentalmente, comparandolo con. el caso adulto tratado por el mis-
mo procedimiento.

Summary

Experimentaly we apply coriogonadotropine in developing new born
Rats in order to study the transformations in utero and ovary, making a
comparation with the adult ease treated with the same procedure.

Zusammenfassung

Man injektiert neugeborenen Ratten zu experimentellen Zwecken, «Go-
nadotropin corionica» und studiert hauptsédchlich die Veranderungen am
Eierstock und Gebarmutter, und vergleicht sie mit denen der erwachse-
nen Ratte, durch das gleiche Verfahren.

Resumé

On applique expérimentalement la gonadotropine chorionique aux rats
en développement postnatal pour étudier ses transformations en ovaire et
utérus fondamentalement. Ces sont comparé avec les cas adultes traités
par le méme procédé.
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ACCION DE LA GLUCOSA SOBRE LOS ISLOTES DE
LANGERHANS EN EL SAPO BUFO ARENARUM HENSEL*

Por

I. voN LAWZEWITSCH

La constante asociacion entre hiperglucemia y lesiones de las cé-
lulas beta fue demostrada en diferente forma. No incluyendo
aqui la pancreatectomia total y subtotal, la diabetes experimental
puede ser producida por:

Substancias toxicas, como el aloxano.

Administracion de hormonas en exceso.
Administracion prolongada de glucosa.
Administracion prolongada de insulina.

o b

Algunos autores han observado la aparicion de diabetes tempo-
raria de intensidad variable después de la excesiva administracion
de glucosa (DoHAN y LUKENS, 1947 y 1948), en gatos con sus corres-
pondientes lesiones de las células beta.

Con respecto a los cambios morfologicos del rifién, numerosos
autores han confirmado los hallazgos de KIMMELSTIEL ¥y WILSON (1936)
de lesiones caracteristicas en el glomérulo renal del diabético, de
tipo hialino y escleroso. Idénticas lesiones han sido observadas en
perros con diabetes hipofisaria mantenidos durante varios anos (Lu-
KENS y DoBaN, 1948). Esclerosis glomerular en ratas por pancreatec-
tomia subtotal (FocLria, 1948; MANCINI, 1947).

Este trabajo fue proyectado con el objeto de estudiar la tole-
rancia de los sapos a la glucosa y las modificaciones histologicas
que aparecen en el islote y en el rifién.

* Resumen del capitulo X de la Tesis de Doctorado “Islote de Langerhans en el sapo normal
y en condiciones experimentales”, 1963. Director: Prof. Dr. Bernardo A. Houssay. Premio de Tesis
“Facultad de Ciencias Médicas”, 1967.
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Material y métodos

Se utilizaron 300 sapos hembras de la especie Bufo arenarum Hensel,
que se dividieron en 3 lotes distribuidos en la siguiente forma:

1.2 Tratados diariamente con 2 g de glucosa por 100 g de peso cOrI-
poral durante seis dias.

20 Tratados con solucién fisiolégica.

3.0 Testigos sin tratamiento.

La glucemia se determiné por el método de Somogyi-Nelson, extrayén-
dose las muestras de sangre de la cavidad ventricular. Grupos de 10 ani-
males tratados fueron sacrificados diariamente hasta el 9.° dia de comen-
zado el tratamiento, asi como sus correspondientes testigos.

Para el estudio histolégico, el pdncreas y el rifién fueron extraidos de
animales a los que se destruy6é la médula espinal, y los 6rganos fueron
fijados en Bouin, incluyéndose en parafina. Los cortes de péancreas se
colorearon con hematoxilina-eosina, hematoxilina crémica de Gomori mo-
dificado por Bencosme, aldehido fucsina con tricrémico de Halmi y alde-
hida fucsina con floxina y Martins modificado, reticulina y fosfatasa al-
calina se determiné con los métodos de Gomori.

En los cortes de pancreas y rifién se investigé glucégeno con el mé-
todo de McManus (dcido peryédico-leucofucsina de Schiff), con su corres-
pondiente contraprueba digestién con saliva.

Resultados

Glucemia vy tolerancia de los sapos a la glucosa

Los valores de la glucemia en 60 sapos testigos oscilaban entre
30 y 38 mg/100 ml con un promedio de 32.

En 240 animales inyectados diariamente con 2 g de glucosa por
100 g de peso se observaron los siguientes valores: el primer dia la
glucemia en 10 animales era de 210 mg/100 +39.8 con P < 0.001; al
segundo dia, 130 mg/100 +25.5 P < .01, para llegar al tercer dia a
73 mg/100 +15 P < 0.02. Hasta ese momento la mortalidad de los
animales fue muy pequefia, aproximadamente 2 por lote. Sin em-
bargo, al cuarto dia el numero de los animales se redujo a la mi-
tad. La glucemia en los restantes aumento hasta 150 mg/100 +36.9
P < 0.01. Es el mismo fenomeno que se presenté en un experimento
anterior (50 sapos) en noviembre de 1961. En el quinto y sexto dias
no hubo mortalidad: la glucemia bajo a 46 mg/100 +9.4 el quinto
dia, llegando al sexto dia a un valor normal, 34 mg/100 +1.4. El
quinto dia se administro la ultima dosis de glucosa, pero se siguid
la determinacién de la glucemia hasta el noveno dia; el séptimo ¥y
octavo dia la glucemia se mantuvo igual al valor de los testigos,
37 mg/100 +2.4 y 32 mg/100 +2. El noveno dia bajo a 30 mg/100;
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ademas el numero de los animales se redujo durante estos tres dias.
hasta llegar al tercio de los sobrevivientes después de los seis dias
de- tratamiento. :

Es de interés sefialar la marcada poliuria y glucosuria y el aumen-
to de peso de los rifiones de los sapos tratados.

mg /100

GLUCEMIA

DIAS

Fic. 1. — Curva glucémica de sapos inyectados con 2 g de glu-
cosa por 100 g de peso corporal y de sus testigos.

Estudio histolégico

En los animales testigos los islotes de Langerhans observados en
el apéndice libre del pancreas eran de forma redonda, midiendo en-
tre 80-200 micrones. Con las 3 clases de coloraciones se observaron
bien 2 tipos celulares: a) células alfa, cuyo tamafio oscilaba entre
9 y 12 micrones situados alrededor del islote en forma de una cO-
rona o como células solitarias o agrupadas en pequefio numero, ca-
racterizada por su forma triangular con abundantes granulaciones
gruesas tefiidas de rojo intenso con floxina y fucsina y anaranjado
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verdoso con el tricréomico de Halm‘(; b) células beta, de 6 a 8 micro-
nes que presentaban la forma de piramide truncada, adosada a la
pared de los capilares interinsulares y con granulaciones mas pe-
quefias que de las células alfas. Estos granulos se tifien en azul
acero con la hematoxilina crémica de Gomori y rojo violaceo con la
aldehida-fucsina. No se observaron otra clase de células insulares.

En los animales tratados, las dos clases de células han sufrido
multiplicaciones en su forma y su contenido. El islote pierde su es-
tructura y pareceria desintegrarse, observandose numerosas modifi-
caciones tanto en los primeros como en los ultimos dias del expe-
rimento.

Células alfa

En el primer dia no se observaron alteraciones aparentes que
aparecieron recién al segundo y tercer dia con hipertrofia y aumen-
to de sus granulaciones. Al cuarto dia se inici6 una desgranulacién
bastante avanzada en algunas células, mostrando un citoplasma de
color verde esmeralda con el tricromico de Halmi y rojo claro con
floxina. La desgranulacién se acentud el quinto y sexto dias llegan-

e

Fic. 3 FiG. 4

Fi1c. 3. — Islote de Langerhans normal. Aldehida-fucsina y tricrémico de
Halmi. 320x. Células alfa.
Fi1c. 4. — Islote de Langerhans, tratado durante 3 dias con glucosa; desgra-
nulacién de las células beta e hipertrofia de las células alfa. Aldehida-
fucsina de Gomori y Fucsina. Células alfa. 320x.

S
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do a observarse células atroficas y desgranuladas. En muchos islo-
tes las células han desaparecido o se presentaban como sombras
alargadas en la periferia de aquéllos. Las células solitarias no se
observaron mas en el parénquima. En el séptimo y octavo dias no
habia mayores modificaciones. Recién el noveno dia se encontraron
otra vez células alfa en el complejo insular y en el resto del parén-
quima. Su tamafio era mas chico, pero conteniendo ya granula-
ciones.

Células beta

El primer dia, aparentemente no se observaron modificaciones
celulares y de su contenido. Recién el segundo dia, la marginacion
de los granulos era franca. Al tercer dia se observé una hipertrofia
de células beta con desgranulacién que en algunas era total. En el

Fic. 5. — Vacuolizacién de las células beta e hialinizacién central y atro-
fia de las células alfa. Aldehido-fucsina de Gomori y Fucsina. Células
alfa. 320 x.

cuarto y quinto dias la desgranulacion se hizo total y al mismo
tiempo la célula disminuy6é de tamaifio, con citoplasma de color gris
violaceo conteniendo escasas granulaciones, pero muy refringentes.
El niicleo era grande con cromatina palida, haciéndoss excéntrico
hacia la basal de los capilares interinsulares. Al sexto dia la histo-
logia mostré un islote completamente diferente. La célula beta se
ha agrandado; el nucleo, mas excéntrico, observandose también gra-
nulaciones muy refringentes que desaparecieron igual como las del
quinto dia con la prueba enzimatica de ptialina en la coloracion de
McManus, deduciendo que se trataba de una infiltracién glucogénica
de la misma, segin lo ha demostrado Toreson (1951). Gomori des-
cribio el estado de esta vacuolizacion de la célula beta como dege-
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neracion hidrépica, estado que se observa con mayor frecuencia en
la diabetes experimental aguda. En los ultimos dias del experimento

se observo la reduccién del tamafio celular con citoplasma mas.

homogéneo y de color gris claro. En algunas se observaron granu-
laciones que todavia no tomaban el color rojo violaceo con la alde-
hida-fucsina. Recién en un animal del noveno dia se observaron
granulaciones especificas.

El islote de Langerhans normalmente esta rodeado por una tra-
ma de tejido conjuntivo laxo, poco visible. Durante este experimen-
to se observé un marcado espesamiento de dicho tejido. Los capi-
lares interinsulares, abundantes y de un lecho ancho que a veces
aparecen como pequefios lagos, se mostraban estrechados y con ba-
sal espesada. En el glomérulo normal, es decir de los sapos testigos,
la delgada pared de la arteria yuxtaglomerular, la basal de los ca-
pilares glomerulares envueltos por la hoja visceral de la capsula de
Bowman (que forma también los llamados mesos de los capilares)
v la parietal, dando todo el aspecto de una estructura muy fina, se
titen de azul intenso con el Mallory-Heidenhein y Martins modifi-
cado. Dan, ademas, la reaccion positiva para las mucoproteinas
(4acido peryodico-leucofucsina) y la impregnacion argéntica demues-
tra un fino reticulo de fibrillas de reticulina en el hilio, no obser-
vandose arborizaciones hacia los capilares. En los tubos contornea-
dos proximales, el ribete en cepillo da reaccién positiva de la fosfa-
tasa alcalina con el método de Gomori.

Con respecto al glomérulo de los sapos tratados con glucosa se
observo en los primeros dias un aumento del tamaifio de los mis-
mos, debiéndose esta hipertrofia a que los capilares aparecen des-
plegados, con regular cantidad de hematies y a veces con franca
congestion. La luz de la capsula de Bowman esta aumentada y su
membrana parietal se ha reducido en una linea muy delgada. En
algunos glomérulos la membrana parietal llega, a contactar con los
capilares directamente o bien por un depésito albuminoso. La pa-
red de la arteria. la aferente. se observa claramente espesada y con
aspecto hialino, lo mismo que la pared de los capilares y sus me-
sos. Frecuentemente se observa el adosamiento y fusion de la pared
de capilares vecinos de glomérulo. En la membrana parietal del glo-
meérulo se observa con menos frecuencia un engrosamiento hialino
con las caracteristicas ya descritas. En cuanto a las células epite-
liales de revestimiento se nota una moderada hipertrofia que es mas
evidente en la capa visceral. La membrana basal de los tubos toda-
via no presenta un espesamiento del tipo mencionado, llamando la
atencion, sin embargo, la vacuolizacién de las células de los tubos
contorneados proximales y la distencion de la luz de los tubos con-
torneados distales, con aplanamiento de su epitelio.

P
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Fi1G. 6 Fi1G. 7

FiG. 8 Fi1G. 9
Fic. 6. — Tubos renales normales, fosfatasa alcalina segtin el método de
Gomori, hematoxilina-eosina. 320X.
Fi1c. 7. — Tubos renales al 6.° dia, fosfatasa alcalina segin Gomori,
H.-E. 320X.
Fic. 8. — Degeneracién hidrépica e infiltracién de glucégeno de las célu-
las tubulares al 4.° dia. McManus y hematoxilina. 320X.
Fic. 9. — Gotas de lipidos en los tubos renales al 9.2 dia del experimento,

0il Red 0 y hematoxilina. 320X.
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La investigacion de grasa en este periodo fue negativa tanto en
el glomérulo como en los tubos, y la de mucoproteinas fue positiva
en la substancia hialina. La impregnacién argéntica mostré en los
primeros dias caracteres normales del reticulo de los mesos.

Estas lesiones se intensifican en los dias siguientes y la mayoria
de los glomérulos presentan fusiéon y engrosamiento hialino de la
membrana basal y de los mesos de los capilares, que se tifien con
las caracteristicas mencionadas, en cambio el reticulo tifie directa-
mente la pared del capilar. En los ultimos dias del experimento se
observd una reduccién del tamafio del glomérulo, debido por retrac-
cion de los capilares que se encuentran en su mayoria colapsados,
isquémicos y a veces muy pequefios. Su pared muestra un engrosa-
miento fibrilar muy pronunciado sobre todo en el punto de union
de los mesos. En el hilio, a partir de la arteriola yuxtahiliar que
se presenta muy engrosada, se ve algunas bandas formadas por fi-
nas fibrillas que atras de los mesos invaden el glomérulo hasta lle-
gar al capilar, al cual tienden a envolver total o parcialmente; estos
engrosamientos se tiflen muy bien con la eosina y toman un azul
intenso con el Azan Martins modificado. La impregnacion argén-
tica revela que dichas fibrillas son de reticulina y que llegan a atro-
fiar el glomérulo.

Las células de los tubos contorneados proximales continuan va-
cuolizandose y distendiéndose. Al punto de reducir la pared celular
a una sola lamina muy fina y los nucleos se encuentran rechazados
hacia la periferia. En estas células no se observa mas infiltracion
de glucogeno y la fosfatasa alcalina casi ha desaparecido. Esta va-
cuolizacion da a los tubos el aspecto de una tipica degeneracion
hidrépica. Los tubos contorneados distales continuan distendiéndo-
se por el aument6é de su luz, su epitelio se aplana hasta reducirse
a una estrecha franja y sus nticleos también estan rechazados hacia
la periferia. La investigacion de grasas en este periodo con el Oil
Red 0 fue positiva.

Discusion

Las alteraciones observadas después de la administracion de glu-
cosa permitieron confirmar en el sapo Bujfo arenarum Hensel lo ob-
servado ya en otras especies animales. Si bien en este caso no se
obtuvo diabetes permanente ya que al suspender el tratamiento las
glucemias se normalizaron aproximadamente a los cinco dias, ello
puede deberse a que no fue suficientemente prolongado, debido a la
elevada mortalidad de los animales en los ultimos dias del trata-
miento.
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Fi1G. 10 Fic. 11

Fic. 12 Fi1G. 13
Fic. 10. — Glomérulo renal normal. Tricréomico de Martins. 320X.
Fic. 11. — Glomérulo renal al 6.2 dia. Tricromico de Martins. 320X.
Fic. 12. — Reticulo de un glomérulo norma segin el método de Go-
mori. 320 X.
F1c. 13. — Glomérulo renal al 6.° dia. Reticulo de Gomori. 320X.
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El hallazgo de lesiones residuales en las células beta, después de
haber suspendido el tratamiento, no obstante la normalizacion de
la glucemia nos habla en favor de esta hipétesis.

ALLEN (1913-1922a y b) muestra en el perro diabético que la ad-
ministracién de glucosa agrava mucho la diabetes existente, pero
no la origina.

DoHAaN y LUkReNs (1947) en el gato mostraron que manteniendo
hiperglucemias elevadas se obtiene degeneracion hidrépica de los
islotes o diabetes permanentes.

WOERNER (1938) en el cobaya observo una accion bifasica. En un
primer momento hubo lesiones de algunas células y luego neofor-
macion a expensas de las que no fueron lesionadas, ademas de las
células centro-acinosas y células intercalares de los conductos.

HoussAaY, MARTINEZ y CARDEzA (1947) en la rata comprobaron que
la administracién prolongada de glucosa no s6lo no aceleré la apa-
riciéon de la diabetes, sino que tuvo accién preventiva y aun cura-
tiva cuando la diabetes era reciente. No s6lo no presentaron hiper-
glucemia, sino que conservaron en buen estado las células beta de
los islotes.

CARDEzZA (1957a, b y ¢) en las tortugas Chrysemis d’Orbignyi (D ¥y
B) observo que la administracion de la glucosa provocd polinesia
y macronesia de los islotes en relaciéon con el nivel de hipergluce-
mia de los animales, con desgranulacién, vacuolizaciéon e infiltra-
ciéon glucogénica de las células.

El analisis del estudio histolégico muestra que las lesiones glo-
merulares se constituiran en forma evolutiva, con una etapa previa
de hialinosis, terminando en una manifiesta esclerosis, lesiones éstas
que aparecen solamente en los sapos tratados con glucosa y no en
los testigos con solucidon fisiologica y testigos normales. Las lesio-
nes se hacen presentes ya al segundo dia de comenzada la admi-
nistracién de la droga, no siendo posible establecer un paralelismo
entre la hiperglucemia y glucosuria con la intensidad de las lesio-
nes. En los experimentos realizados en distintas oportunidades se
repiti6 el hecho interesante de que, mientras la intensidad de las
lesiones aumentaba con el transcurso del tiempo, la hiperglucemia
y la glucosuria tendian a disminuir. En lo que respecta a la dege-
neracién hidropica y aparicion de glucégeno en los tubos renales,
han sido observados por distintos autores (Mancini, 1947-1948). En
cambio, la infiltracién lipidica es una observacion de reciente data.
Histologicamente las lesiones glomerulares podian interpretarse
como un espesamiento hialino de la pared de la arteriola yuxtahi-
liar y en especial de los capilares glomerulares, siendo ambos pro-
cesos simultaneos.

S —
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La hiperplasia e hipertrofia de las células epiteliales de la hoja
visceral y su hialinosis hicieron pensar en la existencia de un ver-
dadero “mesangio”, McCuLLAN (1929) y McGreGor (1933). En cam-
bio, otros autores creen que se deben a arborizaciones terminales de
las fibrillas reticulares que corren a nivel de la arteriola hiliar, por
eso la lesion no parece ser intercapilar, sino parietal (de la pared
de los capilares y vasos yuxtahiliares). Este punto esta siendo acla-
rado por el microscopio electrénico.

El espesamiento que se observa en la fase final del experimento
se localiza al mismo nivel que la hialinizacion de los periodos ante-
riores. Cabe sefialar el hecho de que tanto las lesiones hialinas ¥
esclerosis del glomérulo del sapo, tienen mucha similitud con las al-
teraciones que se observan en el rifion de la diabetes humana co-
nocida como “lesion difusa” de Kimmelstiel y Wilson (1936), segin
la distribucién y afinidad tintoreal de las lesiones.

Resumen

La administracién de glucosa en el saco linfatico dorsal a sapos hem-
bras Bufo arenarum. Hensel, a la dosis de 2 g por 100 g de peso corporal
durante 6 dias, provocé aumento del nimero y tamafio de los islotes en
relacién con el nivel de hiperglucemia de los animales. En las células
beta se observé desgranulacién, hipertrofia e infiltracién glucogénica. En
las células alfa, hipertrofia e hiperplasia en los primeros dias, seguido
de atrofia hasta su desapariciéon total en los tltimos dias del experi-
mento. En los islotes de animales tratados en la misma forma y sacrifi-
cados después de cinco dias, se comprob6é una reversibilidad del proceso.
S6lo uno de los animales mostré las células beta con granulaciones espe-
cificas y células alfa granuladas.

La administracién de glucosa en altas dosis a sapos hembras provocé6
lesiones histolégicas del glomérulo renal en la mayoria de los animales.
Estas lesiones son evolutivas y persisten o contintian atin después de in-
terrumpida la administracién de la droga. Histolégicamente las lesiones
se presentan desde el segundo dia del tratamiento, consistiendo éstas en
un espesamiento hialino de la arteria yuxtahiliar y de los capilares, para
terminar en una esclerosis de las mismas.

Summary

The administration of glucose to female toads Bufo arenarum Hensel
at a dose of 2 g/kg during 6 days caused an increase in the size and
number of pancreatic islets. The increase in closely related to the hyper-
glycemic level of the animals.

Degranulation, hypertrophy and glycogenic infiltration were observed
in beta cells.
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During the first days of treatment an increase in number and a de-
crease in size were observed in the alpha cells. Later on these cells prac-
tically disappeared.

A group of animals treated in the same way and Kkilled five days after
the end of glucose administration showed the reversibility of this pro-
cess. Histological lesions of the renal glomerulus were observed in fe-
male toads submitted to administration of high doses of glucose.

These lesions consisted of hyaline thickening of the glomerulus arte-
riole and capillaries and ended in their sclerosis.

Zusammenfassung

Die Verabfolgung wiahrend 6 Tage von 2g Glukose pro 100g Korperge-
wicht in den dorsalen Lymphsack an weiblichen Kroten, zeigte eine Zun-
ahme der Langerhanschen Inseln an Grosse und Anzahl. Bei den Beta-
ellen wurde eine Degranulierung, Hypertrophie und eine Glykeogeninfil-
trierung beobachtet.

Bei den Alpha-Zellen dagegen beobactete man eine Hyperplasie in den
ersten Versuchstagen, gefolgt von einer Atrophie und einem vollkomme-
nen Schwund derselben in den letzten Tagen. Nur in einem Tier wurden
Alpha und Beta-ellen mit spezifischen Sekretkornern gefunden.

Die Verabfolgung von Glukose in sehr hohen Dosen an weiblichen
Kroten verursachte histologische Verdnderungen an den Glomeruli der
Niere in den meisten Tieren. Diese Verinderungen sind fortschreitend,
anhaltend und progreBiv, auch nach der Unterbrechung der Droge. Die
histologischen Veridnderungen sieht man schon vom 2ten Behandlungstag
an; sie bestehen in einer hyalinen Verdickung der Juxtahilusarterie und
und den Kapillaren, die mit einer Sclerose endet.

Resumé

I’administration d’'une dose de 2 g/kg de glycose pendant 6 jours aux
crapauds femelles a résulté une augmentation de grasseur et numéro des
jletes du pancréas. L’augmentation est seulement en relation avec 1'hy-
perglycémie des animaux. Dans les cellules beta nous avons observeés
dégranulation, hypertrophie et infiltration du glycogen. Dans cellules alpha
pendant les 1¢r jours hypertrophie et hyperplasie, suivant d’une atrophie
et pendant les derniers jours de expérience une disparation completes.
Dans les iletes des animaux trétés de méme facon et sacrifiés dapres 5
jours, nous avons observés un procés révercible, Seulement un animal a
montré les celules alpha y beta avec des grains especifiques.

I’administration de grandes doses de glycose aux crapauds femelles a
provoqué des lésiones histologiques dans le glomerule du rén pour la
plupart des animaux. Ces. 1ésions sont de l'evolution et de persistence ou
de continuation deprés de linterruption de l'administration de la droge.
Les lésions histologiques se montrent a partir le second jour du traite-
ment, ces mémes consistent d’'un hyalinose de l'artére juxtahile et des
capillaires et leur terminaisons sont un sclerose.
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POSIBILIDADES DE LA TECNICA DE TIMM PARA METALES
PESADOS, EN EL ANALISIS DE LAS TRANSFORMACIONES
DEL SUBSTRATO NEUROENDOCRINO

Por

R. SARRAT

Antecedentes

DESDE OramMoTO (1942), MASKE (1955), FLEISCHHAUER y HORSTMANN
(1957), TiMmm (1958), VorgT (1959), StamprL (1959), se conece €l
reparto de metales pesados en algunas zonas del sistema neuroen-
docrino. Fue entonces cuando se hizo referencia al elevado conte-
nido en iones Zn, Cu, Fe del hipocampo y en seguida sz relacioné
este hecho con el pancreas endocrino. Mas tarde, el contenido en
zine del hipocampo se consider6 desde el punto d= vista filogené-
tico, haciendo Otsuga y col. (1962-65) un completo estudio sobre el
reparto de este ion en los distintos animales. Desde el punto de
vista experimental, OTSUKA e IBATA (1968), SarraT (1969-70-71), expre-
san las transformaciones del hipocampo después de influencias hor-
monales o trastornos del metabolismo, haciends especial referencia
a las variaciones del contenido en zinc de estos allocortex.

El reparto del zinc en el islote de Langerhans, en varios mami-
feros ha sido sistematizado por PETROvV y GarLaBova (1969), quienes
sefialan las diferencias entre las células alfa y beta, incluso el hech?
de que algunas especies (6vidos y bovidos), no den positividades en
el pancreas a las reacciones para determinar zinc.

Pretendemos en el presente trabajo exponer las posibilidades de
la técnica de Tmmm (1958) para determinar el contenido en zinc en
varios érganos y ayudar con ello a interpretar su dindmica de trans-
formacion en situaciones experimentales.

— 367 —
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Material y métodos

El material del presente trabajo esta compuesto por 20 ratas al-
binas, adultas, machos; 5 en estado de aparente normalidad como
controles, y 15 sometidas por espacio entre 7 y 14 dias a hambre y
sed. Finalizando el periodo experimental, los animales fueron deca-
pitados previa ligera anestesia etérea y extraido inmediatamente el
cerebro, pancreas, intestino, asi como visceras que sirvieron de re-
ferencia. Una lamina no superior a 3 mm ds grosor de estos orga-
nos pasaba a ser fijada durante 24 horas en alcohol-sulfhidrico. Este
fijador-consta de alcohol de 80 a 96° en el que se hace burbujear SH,
a saturacmn La manera mas practica de obtener SH, es calentar
en un tubo de ensayo una mezcla compuesta por azufre, parafina
y amianto. Es importantzs cercionarse de que el fijador contenga
suficiente cantidad de SH,; para ello nada mejor que observar la
pieza que a los 5 minutos de introducida en el bafio adquiere un
color gris ceniza, cuando el SH, burbujeado tiene alta concentracion.
Es de recomendar, asimismo, que durante la fijacion se burbuje¢
al menos una vez SH, nuevo en el liquido fijador. Terminada la fija-
cién, durante la que se han formado los sulfuros correspondientes,
se lava la pieza en alcohol de 96°. Deshidratar. Incluir en parafina.
Cortar a 10 x. Desparafinizar. Llevar al agua. Depositar sobre el porta
un baifio de:

Goma | ArabIZAs 15 U oo Saim i i s vbies i 50 c.c.
! Hidroquinona, 2 gr

100 c.c. agua Acido citrico, 3 gr { 10 c.c

Nitrato de plata 1009 ..ot o 1 ¢.e.

Las solucicnes se mezclan inmediatamente antes de usarse y se
agitan en un movimiento rotatorio para lograr una mezcla homo-
génea. Asi permanecen los cortes cubiertos por este bafio de 1 a
2 horas a la luz difusa, lavandose a continuacion con agua templada
el porta inclinado, para arrastrar el exceso de solucion de plata so-
brante. Deshidratar. Montar en Eukit o similares. Eventualmentie es
factible una coloracién de contraste con hematoxilina o violeta de
cresilo.

Resultados y discusion

La técnica de Timm posibilita la demostracién del contenido en
zinc (y demas metales pesados) de los distintos 6rganos y su distri-
bucién topografica.

Asi, en la figura 1 presentamos, a nivel del pancreas, la capaci-
dad de reaccion de los islotes de Langerhans, en diferentes situa-

A S sk
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F1c. 1.— Islote de Langerhans. Rata. Técnica de TmvM. a) con-

trol, b) Dieta glucidica, ¢) ¥y d) Hambre y sed (10 dias).

Obsérvese la diferente reaccién segun los casos de las célu-
las = y B. 320 X.
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ciones experimentales. En la mayor parte de los animales controles
(a) las células insulares muestran un aspecto uniforme, quedando
todo el islote contrastado por igual. Es de resaltar, sin embargo, que
tampoco es raro ver la corona de células = un poco mas oscuras que
las 8. El contraste entre ambos tipos celulares se acentia en las si-
tuaciones experimentales de tipo carencial y tanto mas cuanto mas
intenso y duradero sea el trastorno. Obsérvese (b) un islote perte-
neciente a un animal sometido a dieta glucidica exclusivamente, que
muestra, junto a una escasa reaccion de las células 8, una reaccion
normal de las « que se destacan sobre aquéllas; pero este fenémeno
adquiere su maxima expresion en los animales de hambre y sed,
donde la reaccion de las células « es tan masiva que quedan incluidas
en el precipitado de sulfuro de zinc-plata, observandose (cy d) los
islotes demarcados por una intensa banda de reaccién, en cuyo in-
terior las células B no presentan positividad alguna. (Ver detalle
en la fig. 4.)

Suponemos que el hecho de tener que poner los animales caren-
ciales toda la reserva glucogénica del higado a disposicion, obliga a

a

Fic. 2. — Islotes de Langerhans. Rata. Técnica de Tivm. @)
Control, b) Hambre y sed (10 dias). 125x.
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las células = a una mayor actividad secretoria de glucagén y por
ende a un mayor contenido de zin, ion que como es sabido, activa
una serie de pasos bioquimicos, imprescindibles para la elaboracion
de esta hormona. -

En el material de pancreas revisado, se observa una relativa uni-
formidad en el comportamiento de los islotes como muestra la fi-
gura 2, en que (a) presenta una panoramica de un animal control
y (b) de un animal sometido a hambre y sed. Advirtamos, sin embar-
go, que siempre en cualquier estadio se pueden observar islotes con
reacciones diferentes, en dependencia del momento funcional en que
se encuentran, aunque insistimos que la uniformidad de la reaccion
es la regla, y asimismo, que las observaciones deben recaer sobre
cortes centrales del islote, ya que el corte tangencial puede dar una
vision exclusiva de células .

a

b
Fic. 3. — Islote de Langerhans. Rata. Técnica de Timm. a) ¥
b) Animales inducidos con coriogonadotropina. 320 y 500X,

respectivamente.

La induccién hormonal con coriogonadotropina, figura 3 (a y b),
da imagenes que aunque destaca en el islote la corona de células «,
se ven células intensamente positivas también en el centro, circuns-
tancia en la que no insistimos por no pertenecer este material al
presente trabajo.
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Aunque las imagenes que la técnica de TiMm da en hipocampo
son ya clasicas (fig. 5), queremos destacar su valor cualitativo y cuan-
titativo en situaciones experimentales. En la figura 6 comparamos
dos campos, tomados de h, de Ammon, observando cémo en el caso
control (a) las células piramidales presentan una reaccién en for-

Fic. 4. — Tslote de Langerhans (detalle). Rata. Técnica de

T, @) Control, b) Hambre y sed (10 dias). N6tese en b) la
reaccién exclusiva de las células «. 1.250x.

ma de fino punteado que ocupa materialmente todo el citoplasma,
en contraste con la falta de reaccién del animal experimental (b).

Quiza uno de los érganos mas directamente influidos por el tras-
torno carencial sea el intestino donde nuevamente con esta técnica
podemos expresar imagenes relacionadas con su funcionalismo. Asi,
en la figura T7a vemos una vellosidad intestinal de un animal con-
trol, donde se observa una positividad selectiva del ribete en cepillo
y de la zona de Golgi. Estos territorios han dejado de ser positivos
en los animales carenciales (fig.7b).

Queremos simplemente destacar junto a los hallazgos normales
y experimentales de OTsuka y col. (1962-65), OTsuka e IBaTa (1968),
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Fic. 5. — Hipocampo (corte frontal). Rata. Método de Tmvum para
metales pesados. 25 x.

Fi6. 6. — Hipocampo (h, de Ammon). Rata. Método de Tivm
para metales pesados. a) Control, b) Hambre y sed (10 dias).
Noétese aqui la ausencia de reaccién. 500 x.

373



374 ANALES DE ANATOMIiA

SARRAT (1969-70-71), que la técnica de Timm nos brinda un nuevo re-
curso histoquimico de gran expresividad en la interpretacion ds las
transformaciones de algunos substratos neuroendocrinos .

Fic. 7. — Vellosidad intestinal. Rata. Técnica de TIiMuM. a) Control,
b) Hambre y sed (10 dias). N6tese en @) la reaccién intensa en la
zona de Golgi, fue falta en b). 500 x.

Resumen

Se realiza un estudio, mediante la técnica de Tivmm para metales pesa-
dos, del hipocampo, pancreas endocrino e intestino, en animales norma-
les y sometidos a hambre y sed, poniéndose de manifiesto la especificidad
de esta técnica para detectar transformaciones progresivo-regresivas de
estos substratos, en condiciones experimentales.

Summary

Following the Tmmm technic for heavy mefals we make an study of the
hipocampus, endocrinepancreas and intestine in normal animals and in that
have been submited to hunger and thirth, becoming the specificy of this
technic to recognice progresiv-regresiv transformations in these subjets.

Zusammenfassung

Man studiert an Hand der «Timmtechnik» fiir Schwermetalle, den Hy-
pocampus, endocrin-Pankreas und Darm an normalen und Hunger und
Durst ausgesetzten Tieren. Es erweisst sich die Besonderheit dieser Tech-
nik um progresive-regresive Transformationen dieser Substrate zu be-
merken.

w
ot

POSIBILIDADES DE LA TECNICA DE TIMM PARA METALES PESADOS

Resumé

Moyennant la technique de Timm pour des métaux lourds, on étudie
I’hippocampe, pancréas endocrine et intestin, dans des animaux soumis a
faim et soif. On mit en évidence la spécificité de cette technique pour
détecter des transformations progressif-régressives dans ces substrats.

BIBLIOGRAFIA

FrEiscHHAUER, K., ¥ E. HorstmMann (1957): Intravitale Dithizonfarbung
homologer Felder der Ammonsformation von Sidugern. «Z. Zellforsch.»,
46, 598-607.

MaskEe, H. (1955): Uber den topochemischen Nachweis von Zink im Am-
monshorn verschiedener Siugetiere, «Naturwissenchaften», 42, 424,
Orsuka, N., T. Asako y A. Kataoka (1965): Uber den histotopochemischen
Nachweis von Zink in der Hippocampusformation verschiedener Siug-

etiere. «Acta anat. Nippon», 40, 267-273.

— Y. IeaTta (1968): Uber die Veridnderungen des Zinkgehaltes in der Hip-
pocampusformation der Ratte nach Dithizon-, Alloxan- und Oxinzufuhr.
«Histochemie», 12, 357-362.

Perkov, P., y R. GaraBova (1969): Zinkverteilung im Pankreas einiger Siu-
ger. «Acta histochem.», 32, 93-109.

SARRAT, R. (1970): Histochemische Aspekte des Ammonshorns unter ex-
perimentellen Bedingungen. «Anat. Anz», 126, 235-238.

— (1971): Transformationen des Allocortex und Hypothalamus nach ex-
perimentellen Stoffmangelstorungen. «Anat. Anz.», 128, 147-151.

StamMPFL, B. (1959): Die intravitale histochemische Darstellung des Zinks
durch Dithizon. «Acta histochemica», 8 406447.

TivmM, F. (1958a): Zur Histochemie der Schwermetalle. Das Sulfid-Silberung
fahren. «Dtsch. Z. ges. gerichtl. Med », 46, 706-711.

— (1958b): Zur Histochemie des Ammonshorngebietes. «Z. Zellforch.», 48,
548-555.

Voicr, G. E. (1959): Das histologische Bild des Pankreas einiger Tiere
nach Anwendung der Sulfidsilbermethode. «Acta histochem.», 8, 84-96.

Prof. R. SARRAT
Departamento de Anatomia
Facultad de Medicina

Bilbao (Espana)



An. Anat., 21, 377-384 (1972)

TRANSFORMACIONES GONADALES PRODUCIDAS POR
DIETAS CARENCIALES E INDUCCION HORMONAL CO-
RIOGONADOTROFICA (HCG)

Por

R. SARrAT y J. GOMEZ-PERUN

Antecedentes

SE conocen con precision las modificaciones sufridas por la es-

tructura del testiculo ante trastornos generales del organismo
y en particular por situaciones carenciales de la dieta. Desde los tra-
bajos de STEFko (1924), SLoTOPOLSKI y ScHINZ (1924-25), SIMNITZKY
(1926) y StieveE (1930) como recopilador, SARRAT (1966); se describen
alteraciones gonadales que repercuten en las 3 unidades funcionales
del testiculo: a) secuencia espermatogenética, b) células de Sertoli
y c¢) islotes de Leydig. Mas especificamente Escorar y col. (1957); Ono
(1969) mediante adrenalectomia; IGBoELI y Foore (1969) en criptor-
quidia experimental; FREEN y THomAs (1969) utilizando exposicion a
bajas temperaturas; Biswas (1970) por medio del calor; describen,
entre otros, lesiones selectivas de las células de Sertoli, apareciendo
en ellas inclusiones lipoideas, llegando a degenerar por completo en
fases experimentales avanzadas; asi como detenciones parciales o
totales de la espermatogénesis.

En el campo de las inducciones hormonales PAUFLER y FooTE
(1969); SiNG y MATHUR (1969); GoSLAR, MEHRING y NEUMANN (1970);
KamBos y Kar (1970), resaltan transformaciones progresivo-regresi-
vas del substrato gonadal, segun el tipo de hormona empleada. Hace
aflos MuscHgE (1953) y actualmente, valiéndose del microscopio elec-
tronico, Russo y SacerpOoTE (1971), utilizando coriogonadotropina
(HCG), expresan modificaciones del tamafno y estructura de la go-
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F1c. 1. — Testiculo rata. a) Control, b) y ¢) Hambre y sed. Tricrémico
de Martins. 125x. Obsérvese en c¢) un aspecto tipico de degeneracién tu-
bular y en b) zonas sin tubulos sustituidos por tejido conjuntivo.
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nada, aunque sin especificar las relaciones reciprocas entre los dis-
tintos tipos celulares.

Se pretende en el presente trabajo indicar las transformaciones
que el hambre prolongado de una parte, y la induccién HCG por
otra, producen en el testiculo, relacionando ambas alteraciones a ni-
vel de los tres eslabones fundamentales ds su constitucién anato-
mica (funcion espermatogenética, células de sostén, islote inters-
ticial).

Material y métodos

25 rata blancas, adultas, machos (entre 200 y 240 gr) fueron someti-
das: 10 a hambre y sed por espacio entre los 7 y 14 dias; a 10 se les
inyecté intramuscularmente 500 U.I. de HCG en dias alternos durante
20 dias, quedando las 5 restantes como controles. Terminada la experien-
cia, decapitacién, extraccién del testiculo, bouin, parafina, 7 p. H-E. Tri-
créomico de Martins.

Resultados

Los animales carenciales muestran una marcada reducciéon de la
espermatogénesis, pues aunque algunos tubulos conserven apariencia
casi normal, la mayoria se hallan vacios, observandose arrugamiento
y retraccion hacia la basal de las células de Sertori, degeneracién de
espermatidas y espermatocitos e incluso en fases avanzadas grumos
hiclinos y dispositivos esféricos multivesiculares, resultado de la
reunion de células vacuolizadas intensamente, en vias de destruccion
(fig. 1c y 2c). Al desaparecer el dispositivo tubular, una proliferacion
conjuntiva invade el hueco (fig. 1b y 2b), perdiendo gradualmente el
testiculo su tejido noble. Excusamos decir que esta invasion conjun-
tiva afecta igualmente al islote de Leydig, cuyas células pierden su
ordenacion en grupos, quedando dispersas entre los fasciculos cola-
genos y los elementos sanguineos extravasados. Comparese todo ello
con la imagen control que muestra la figura la y 2a.

Tras la inyeccion de HCG (fig. 3 y 4), se produce un intenso edema

Yy un cuadro regresivo brusco de los tubos seminiferos que pierden

su organizacion, disminuye por degeneracion de las células el grosor
de la pared, quedando ésta en muchos casos reducida a una sola fila
de células germinales pegadas a la basal y con escasas mitosis. Las
células de Sertoli quedan reducidas a su ntucleo, recubierto por una
escasa capa concéntrica de protoplasma. Es evidente que no todos
los tubulos estan igualmente afectados, puesto que su propio funcio-
nalismo normal es ondulante, y precisamente en la figura 4, mostra-
mos la panoramica (a) y el detalle (b) de 3 secciones tubulares en
distintos estadios de regresion.
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Tic. 2. — Idem a figura 1. 320 %.
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Simultaneamente se produce una marcada, hiperplasia del tejido
insular de Leydig, viéndose (fig. 3a ¥y b) como destaca éste entre los
tubulos atroficos y como se observa un aumento de vascularizacion e
intenso edema.

Discusion

A la vista de estos resultados, en relacién con los antecedentes de
MuscHKE (1953) y de RUSSO y SACERDOTE (1971), referidos a inyeccionas
de HCG, hallamos concordancia en lo que a regresion tubular se re-
fiere y en concreto en la afectacion de las células de Sertoli, pero
queremos destacar nosotros la respuesta de los islotes de Leydig y el
intenso componente vascular. Creemos que la histoquimica enzyma-
tica, como han realizado con otras hormonas GOsLAR, MEHRING v NEU-

s

Fi16. 3. — Testiculo. Rata. Tratamiento con HCG. Trierémico de Martins.
@) 125x, b) 320x. Obsérvese el intenso edema que disgrega la estructu-
ra, la atrofia tubular y la hiperplasia de los islotes de Leydig.

12 - AN. ANAT
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MANN (1970), aportara en el caso de la HCG valiosas referencias, e in-
sistimos que vistos nuestros controles y bibliografia sobre inducciones
con estrogenos y progesterona, ninguna hormona produce tan inten-
sa y rapida transformacion de la gonada masculina como la HCG.

Fia. 4. — Testiculo. Rata. Tratamiento con HCG. Tricrémico de Martins.
a) 320x, b) 500 x. Obsérvese 3 tubulos en distintos estadios de regresion
v simultdneamente el desarrollo considerable del tejido intersticial.

Resumen

Se describen las transformaciones producidas por dieta carencial e in-
duccién coriogonadotréfica (HCG) en el testiculo de la rata. Se observa en
los animales carenciales una regresion sistemadtica de todos los componen-
tes, mientras que en la induccién hormonal con HCG se observa simulté-
neamente una brusca regresion tubular, acompanada de una hiperplasia de
los islotes de Leydig con intensa congestién y edema.
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Summary

The transformation produce en the testicles of rats by hunger and by
the treatment with choriogonadotrophic hormone (H.C.G.) can be describe.
In the animals with hunger, a regressive process of the testicles estructure
can be notice. On the contrary, on those animals treated with HCG we
can notice a tubular regressive process with a hyperplasia of Leidig’s cells.
It can also be notice an intensive congestion and edema.

Zusammenfassung

Man beschreibtdie Verdanderungen am Hoden der Ratte, erzeugt durch
Hurger und Koriogonadotropin-Hormoneninjektierung (H.C.G.).

Bei den hungernden Tieren beobachtet man eine systematische Riick-
nahme der ganzen Hodenstruktur. Dagegen bei den mit H.C.G. behandelten
Tieren besteht eine jahe, tubuldre Regretion mit einer Hiperplasia der
Leydig-Inseln. Man beobachtet gleichzeitig eine starke Stauung und Oedem.

Resumé

On decrit des transformations produites, dans le testicule chez la rat
male, moyant du faim et moyant le traitement avec d’hormone choriogona-
dotrophique (H.C G.). Chez les animaux affamés on remarque de retrogra-
dation sistematique de toute l'extructure du testicule. Au contrair chez les
animaux traites par 1’ H.C.G. coexiste la retrogradation tubulaire brusque
avec d'une hiperplasie des ilots de Leyding. On remarque aussi de conges-
tion intense et de l'oedeme.
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NOTICIAS

PROXIMA REUNION DE LA SOCIEDAD ANATOMICA DE
LENGUA ALEMANA (ANATOMISCHE GESELLSCHAFT)

La reunién num. 68 de la Sociedad Anatéomica de Lengua Alemana se
celebrard en Lausana (Suiza) desde el 8 al 12 de abril de 1973. El Presi-
dente es el Prof. A. F. HoLstein (Hamburg). El Comité Organizador local
lo preside el Prof. BucHer. Instituto de Histologia y Embriologia. Calle de
Bugnon, 9. Lausane.

El tema principal corresponde a Espermatogenesis, de la que se hablara
en la primera reunion. En las reuniones siguientes se expondran los temas
que se anuncien, debiendo los interesados enviar con la antelacién debida
un pequeno resumen de su contenido para su mejor clasificacion en el
programa.

Las demostraciones también deberan ser discutidas. A estos efectos,
siempre seria recomendable una posible relaciéon con algin tema que Du-
diera figurar en las comunicaciones.

A efectos de disponer de los instrumentos Opticos y medios espaciales
de demostracion, y sobre todo el envio de los Temas y resimenes de comu-
nicaciones y demostraciones ,se ruega se notifique lo mds tarde el 15 de

diciembre de 1972, al Prof. Warzga. Anamiches Institut. Mainz.

ANATOMISCHE GESELLSCHAFT

Die 68. Versammlung der Anatomischen Gesellschaft findet in
der Zeit von Sonntag, den 8 April (BegrilBungsabend) bis Don-
nerstag, den v April 1973 in Lausanne/Schweiz

Statt.

Vorsitzender ist Priv. Doz. Dr. A. F. Holstein, Hamburg, ortlicher Or-
ganisator Prof. Dr. O. Bucher, Institut d’'Histologie et d’Embryologie, CH-
1.011 Lausanne, Rue du Bugnon, 9.

Das Hauptthema des Kongresses lautet: Spermatogenese.

In der 1. Sitzung werden eingeladene Referenten sprechen. Bei der Ge-
staltung des lbrigen Programms werden zunidchst Kurzvortriage mit Vor-
zug berlicksichtigt, die sich auch im weiteren Rahmen mit dem Haupt-
thema beschiftigen (z. B. Sertolizellen, Leydigzellen, Nebenhoden, Samen-
leiter, akzess. Geschlechtsdriisen, Capacitation, etc.). AnschlieBend folgen

— 385 —
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die zu anderen Themen gemeldeten Kurzvortrige von lo Minuten. Um
eine thematisch sinnvolle Zusammenstellung des Kongref3programmes vor-
nehmen zu konnen, wird bei der Anmeldung wieder um eine kurze In-
haltsangabe des Vortrages gebeten.

Auf der 67. Versammlung in Koln wurde beschlossen, daf auch in Lau-
sanne Zeit fiir das Betrachten und fir die Diskussion von Demonstrationen
in das KongreBprogramm eingegliedert wirtd. Durch die guten Erfahrun-
gen des letzten Kongresses bestdrkt, empfiehlt der Vorstand, wieder von
dieser Moglichkeit der wissenschaftl. Kommunikation Gebrauch zu machen,

Anmeldungen fiir freie Vortridge und Demonstrationen (mit Angabe der

benétigten optischen Instrumente, des erforderlichen Platzes sowie ande-
rer Wiinsche) miissen bis spitestens

15. Dezember 1972

beim Schriftfihrer, Herrn Prof. Dr. M. Watzka, Anatomisches Institut, 65
Mainz, Saarstr. 19 eingegengen sein. Angemeldete Vortrage, die aus irgend-
welchen Griinden hinfillig werden, sollen vor dem 1. April 1973 beim Schrif-
tfiihrer abgemeldet worden sein.

Aus gegebennen Anlaf3 mochte der Vorstand noch einmal an die Satzung
der Anatomischem Gesellschaft erinnern, in deren Absatz 12 festgelegt wur-
de, daB3 Kurzvortriage nach Moglichkeit nicht von einem Manuskript abgel-
esen, sondern frei gehalten werden sollen. Vortragende, die in einer Fremd-
sprache reden, sind von dieser Regelung ausgenommen.

Mit freundlichen kollegialen GriBen

der Schriftfiihrer der Vorsitzende
M. Watzka A. F. Holstein

NOTAS BIBLIOGRAFICAS

ASFPECTS OF NEUROENDOCRINOLOGY, 5.°© International Symposium on
Neurosecretion. W. BARGMANN and B. SCcHARRER. Springer Verlag. Berlin.
Heidelberg. New York, 1970.

Se trata de la publicaciéon de los temas del 5. Symposium sobre Neuro-
secrecion, celebrado en Kiel en el ano 1969. El contenido se agrupé de la
siguiente manera:

1.e Neurosecrecion en los invertebrados, por ser el grupo de mads facil
demostracion. En este capitulo se empieza dando preferencia a las
posibilidades de representacion de las células neurosecretoras, por
técnicas de fluorescencia.

2.2 Neuronas adrenérgicas, lo mismo por técnicas de fluorescencia como
de microscopia electronica, deteniéndose en el hipotdlamo de las
aves, médula espinal, tuber cirneum, hipotalamo y neurohipdfisis.

3.0 Mecanismo de produccion de las secreciones neurohipofisarias, unas
veces desencadenadas por descargas eléctricas y otras deteniéndose
en la ultraestructura de la fibra terminal y en concreto de las ve-
siculas sindpticas, referido todo, naturalmente, a la neurosecrecion.
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4° Estudio del control hipotaldmico de la secrecion adenohipofisaria,
relacionable con las neuronas dopaminicas, lo mismo para la secre-
ci6n de la hormona del crecimiento o de las hormonas gonadales.

5.0 vy ultimo capitulo. En él se reunen diversos problemas de neuro-
secrecion, cuyo numero imposibilita resumirlos aqui.

Aunque los distintos temas se refieren a concretos problemas de inves-
tigacién, sus referencias en el presente tratado pretenden dar cierta uni-
dad que, estimamos, puede ser captada facilmente por el que investiga en
estas mismas lineas de trabajo y de gran utilidad por su importancia ac-
tual y por el manejo de algunas técnicas, como la microscopia electrénica,
la fluorescencia y la auto-radiografia, que pueden ser combinables en un
mismo caso de estudio.
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