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INTRODUCCTION




El estudio de la herida cerebral experimental desde -
un punto de vista general, considerando todos aquellos elementos
que van a intervenir en la cicatrizacidén de la misma, ha sido -
un problema relativamente poco abordado. La mayor parte de los
trabajos que se han ocupado globalmente de esta cuestién datan
de la década de los veinte, pudiendo por lo tanto enfocar el
estudio empleando Unicamente microscopia dptica. No obstante,
posteriormente se ha realizado un mayor ndmero de estudios que
se han ocupado exclusivamente de detalles muy particulares de
la evolucidén de las heridas cerebrales, dejando practicamente

de lado aspectos de notable importancia.

El primer trabajo sistematico que hace referencia al
tema de nuestra Tesis Doctoral corresponde a Wilson (1926),
quien realizé un estudio en dos cerebros humanos de pacientes
afectos de pardlisis general, los cuales recibieron, con el fin
de introducir ciertas sustancias en el sistema ventricular, pun
ciones cerebrales con una aguja estéril. El autor cita el ha-
llazgo de macréfagos y de unas células de glia con nidcleos gran
des y abundante citoplasma, encontrando ademas en las lesiones
de mayor tiempo de evolucidn participacidén de un tejido conjun-

tivo en la reparacidén tisular.

Mucha mds trascendencia cientifica y difusién adqui-
rié el trabajo ya cldsico de Rfo-Hortega y Penfield (1927),
quienes efectldan punciones cerebrales en conejos y perros,
empleando para el estudio histolégico de las lesiones técnicas
de impregnacién metdlica para microglia y astroglia. Los auto-

res comprueban la transformacién de las células microgliales
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hacia elementos ameboides y macrofigicos ( " corpisculos granu-
lares compuestos”), mientras que los astrocitos sufrirfan una
serie de modificaciones morfolégicas: hinchamiento de soma y
prolongaciones y fragmentacidn de estas Gltimas ("clasmatoden-
drosis”), divisién celular ( pero lnicamente por amitosis), evo
lucién hacia el tipo fibroso, y contraccién de la cicatriz

glial si media un tiempo de evolucidén suficiente.

En una linea de investigacién complementaria a 1la
emprendida con Rfo-Hortega, Penfield (1927) sostiene que el gra
do de adhesién meningo-cerebral producido es tanto mayor cuan=-
to mas cantidad de tejido cerebral lesionado permanece en el

foco de lesiédn.

Tras el advenimiento del microscopio electrdénico des-
taca el estudio ultraestructural de Schultz y Pease (1959),
quienes estudian la formacién de la cicatriz tras efectuar pun-
ciones cerebrales asépticas en ratas. Observan que las células
microgliales se tornan redondeadas y se transforman en macréfa-
gos, si bien afirman que s6lo por datos ultraestructurales es
imposible saber si un determinado macréfago espumoso es de ori-
gen microglial o hematdgeno. En lesiones antiguas les es imposi
ble identificar certeramente las células gliales, ya que encuen
tran un amplio espectro de tipos celulares intermedios entre
células de citoplasma claro y nicleo pélido (presumiblemente
astrocitarias) y células m&s pequeiias con citoplasma méAs denso
Yy nicleo més oscuro (oligodendrogliales). Conforme la lesién
se hace antigua, los astrocitos acaban formando una barrera com

pleta entre el cértex cerebral por un lado y las células lepto-



menfngeas ( que han proliferado formando un nicleo en el centro
de la lesidn) por otro, existiendo una membrana basal entre la

barrera astrocitica y la zona leptomeningea.

Podemos considerar tres elementos que van a jugar un
importante papel en la evolucidén de las heridas cerebrales: ma-
créfagos, astrocitos, y vasos sanguineos. Pasaremos a exponer

aspectos relativos a cada uno de ellos.

Son el primer elemento en reaccionar al dafio efectua-
do, y se encargan de la eliminacidén de.todos los detritus necrd
ticos que hayan podido producirse. La naturaleza de las células
fagocitarias que aparecen en los focos de lesidén de los centros
nerviosos ha sido y es un tema ampliamente discutido, debido
a que ni la morfologia ni la ultraestructura nos permiten cono-
cer si un determinado macréfago es de origen microglial o hema-
tdgeno. Precisamente, es acerca de la posible dualidad de di-
cho origen sobre lo que se ha realizado un mayor nimero de estu

dios, con resultados e interpretaciones harto discordantes.

La recopilacidn bibliografica mds completa sobre la
microglia la efectué Rio-Hortega (1932), quien aportd una com-
pleta revisién de la estructura, naturaleza y conducta de este
tipo celular. Para el autor, estas células representarfan los
componentes del sistema retfculo-endotelial ( hoy denominado
mononuclear-fagoc{tico) en el sistema nervioso central, y esta-
r{an problablemente implicadas en la eliminacién de sustancias

resultantes del metabolismo o de la destruccidén neuronal.



Hoy dfa, la mayor parte de los autores tienden a es-
tar de acuerdo en que las células microgliales en reposo repre-
sentan una poblacidn celular uniforme, identificable mediante
el microscopio 6ptico. Después de una demostracién selectiva
con el carbonato de plata de Rfo-Hortega (1919 a), las células
de microglia en reposo pueden reconocerse, en el tejido cere-
bral indemne, como unos elementos pequefios con un cuerpo celu-
lar fusiforme o estrellado, del que parten dos o més prolonga-
ciones citoplédsmicas que a su vez se dividen en &ngulos cerca-
nos al recto, dando lugar a ramificaciones secundarias y tercia
rias, Existen formas monopolares, bipolares y multipolares (
las m&s frecuentes), y en cuanto a la relacién espacial con
otros elementos del tejido, Rfo-Hortega (1932) las divide en

satélites neuronales, vasculares y gliales.

Ultraestructuralmente, los primeros estudios (Luse,
1956) aportaron puntos de vista bastante contradictorios acer-
ca de la identificacién de la microglia. El problema radicaba
en que no se mostraban imigenes aceptables de la misma, lo cual
era origen de notable confusién. El dGnico estudio con buena ico
nograffa fue el de Blinzinger y Hager (1962). Debido a que la
mayor parte de las observaciones estaban pobremente ilustradas,
algunos autores dudaban o incluso negaban francamente la exis-
tencia de la microglia (Kruger y Maxwell, 1966; Eager y Eager,
1966; Wendell-Smith y cols., 1966; King, 1968; Caley y Maxwell,
1970). Un abrirse camino en esta controvertida cuestién fue lo-
grado por Mori y Leblond (1969), quienes primero adaptaron el
método del carbonato de plata para microscopfa electrédnica de

rutina, con lo que clarificaron y caracterizaron la identifica-



cién de la microglia. Este tipo celular puede reconocerse
ahora fAcilmente con técnicas convencionales de microscopia
electrénica (Mori, 1972 a; Barén y Gallego, 1972; Ling y cols.,
1973; Boya, 1975; Peters y cols., 1976). Siguiendo a Boya
(1975), el nicleo microglial posee la cromatina dispuesta peri-
féricamente, en gruesos acimulos, existiendo un nucleolo promi~
nente. Ocasionalmente puede aparecer alguna irregularidad o in-
curvamiento en la membrana nuclear, pero no es un dato caracte-~
ristico. Siempre se aprecia una pequefia cantidad de citoplasma
alrededor del nicleo, de aspecto denso. El reticulo endoplasmi-
co rugoso estid poco desarrollado, a nenudo apareciendo largas
cisternas aisladas. El1 Golgi es poco llamativo y siempre se si-
tia en la vecindad del nidcleo. Los lisosomas y los cuerpos os-
miéfilos deben ser considerados, para Boya (1975), como la ca-
racteristica ultraestructural mas importante de este tipo celu-
lar, y como algo muy uUtil para su identificacidn; sus tamafios
y cantidades varian de una célula microglial a otra, pero siem-
pre aparecen cuerpos densos en el soma o en las prolongaciones
. El autor encuentra también microtibulos ( pero ldnicamente en
el soma, nunca en las prolongaciones), sin orientacién u orga-
nizacién determinada. En raras ocasiones estas células poseen
pequeiias gotas de aspecto lipfdico, sin aparente relacién con

los lisosomas.,

Los cuerpos densos citopldsmicos de la microglia po-
seen actividad de fosfatasa 4cida (Hildebrand y Skoglund, 1971)
. pero las reacciones para peroxidasa endégena resultan negtu-

tivas (Boya y cols., 1979).



Se trata de un tipo celular que se puede encontrar
en cualquier lugar del sistema nervioso central, y en cuanto
a su frecuencia relativa, oscila entre el S% y el 19% del total
de las células gliales en el animal adulto, segin diferentes
autores (Ling y Leblond, 1973; Ling; 1976, Sturrock, 1976; Kita

mura y cols., 1977; Imamoto y Leblond, 1978).

La histogénesis de la microglia ha sido y es un pro-
blema muy debatido. Esquemdticamente, existen cuatro corrientes

de opinidén en cuanto al origen de este tipo celular:

a) Origen mesodérmico pial: es el concepto cléisico
de Rfio-Hortega (1919 a y b), quien sostenfa que la microglia
se originaba a partir de elementos mesodérmicos de las envol-
turas meningeas (piamadre) y la adventicia de los grandes vasos

Investigadores modernos se han adherido a eﬁta opinién (Ca-

mmermeyer, 1970; Kawaguchi, 1978, 1980; Boya y cols., 1979).

b) Origen neuroectodérmico: fue Rydberg (1932) quien
primero rechazé la hipitesis de una procedencia mesodérmica,
postulando que la microglia se originaba a partir de células
neuroectodérmicas cercanas al ventriculo lateral. En la actua-
lidad, la idea de un origen neuroectodérmico para la microglia
estd sustentada tanto por la escuela japonesa (Fujita y Kitamu-
ra, 1976; Fujita, 1980; Fujita y cols., 1981; Kitamura y cols.,

1984), como por la escuela alemana (Oehmichen, 1978).

c) Origen pericitario: algunos autores han admitido

la transformacién de pericitos hacia células microgliales en



el cértex cerebral no lesionado (Mori y Leblond, 1969; Mori,

1972 b; Barén y Gallego, 1972).

d) Origen monocitico: esta teorfa es sostenida en la
actualidad por numerosos investigadores (Imamoto y Leblond,
1978; Ling, 1978, 1979; Del Cerro y Monjan, 1979; Ling y cols.,

1980).

Tanto la capacidad de divisidén como la metamorfosis
de microglia hacia macréfagos cerebrales bajo condiciones pato-
lé6gicas o lesiones experimentales, han recibido un amplio apoyo
por parte de un gran nuimero de autores (Blinzinger y Kreutzberg
,1968; Bignami y Ralston, 1969; Feigin, 1969; Blakemore, 1969,
1972, 1975; Fernando, 1971; Wong-Riley, 1971; Sjostrand, 1971;
Stenwig, 1972;Paterson y cols., 1973; Berner y cols., 1973;
Torvik, 1975; Ling, 1981; Al-Ali y Robinson, 1982 a; Brierley
y Brown, 1982 a), los cuales no excluyen la posibilidad de que
aparezcan ademas macréfagos derivados de la sangre, especial-
mente en casos de herida cerebral. No obstante, existen autores
, concentrados en dos escuelas ( la alemana y la japonesa), que
no admiten que la microglia sea una fuente de macréfagos. La
escuela alemana (Oehmichen, 1978, 1980; QOehmichen y cols., 1979
, 1980) ha empleado un gran nimero de diseflos experimentales
(autorradiograffa, inmunohistoquimica, inmunocitoquimica, inye-
ccién de células marcadas), admitiendo la existencia de una mi-
croglig "en reposo"” (que embrionariamente derivaria del neuroec
todermo), incapaz de sufrir una activacidén para convertirse en
macréfago. A los macréfagos cerebrales los llaman microglia

"progresiva", considerando que son de origen exclusivamente



-9 -

monocitario. La escuela japonesa (Kitamura, 1973; Fujita y Kita
mura, 1975; Kitamura y cols., 1977; Kitamura, 1980; Tsuchihashi
y cols,.,, 1981; Fujita y cols., 1981) emplea una metodologia si-
milar, con conclusiones superponibles, afirmando adem&s que en
las lesiones cerebrales la microglia en reposo sufre un proceso
de tumefaccién, prolifera, y acaban por convertirse en astroci-

tos fibrosos.

Ademés de haberse considerado, como acabamos de ver,
a microglia y/o monocitos como fuentes de macréfagos cerebrales
, parecen existir, segin algunos autores, evidencias de que

otros tipos celulares pueden tener capacidades fagociticas:

A) Pericitos: Maxwell y Kruger (1965 b), Imamoto

(1972) y Boya (1976) opinan que los pericitos son capaces de
abandonar su situacién perivascular y transformarse en macréfa-
gOos cerebrales. Sin embargo, para Konigsmark y Sidman (1963),
tenwig (1972) y Kitamura (1980), tales células que se separan
de los vasos y se transforman en macréfagos no son pericitos,
sino monocitos. Ademids, otros investigadores no han hallado re-
lacién alguna entre fagocitos y pericitos (Dodson, 1973; Adrian
y Williams, 1973; Dodson y cols., 1976; Lemkey-Johnston y cols.

, 1976; Brierley y Brown, 1982 b).

B) Astrocitos: Algqnos autores admiten que los astro-
citos poseen ciertas capacidades fagoc{ticas, tanto bajo condi-
ciones fisiolégicas (Ronnevi, 1977,1978) como patolégicas (Gona
tas y cols., 1963; Fernando, 1973; Lemkey-Johnston y cols.,
1976; Wender y cols., 1980; Nathaniel y Nathaniel, 1981; Ba-

rrett y cols.,1984).



C) Oligodendrocitos: Maxwell y Kruger (1965 a y b)
fueron los que hablaron por primera vez de un " oligodendrocito
reactivo", con propiedades fagociticas. Otros autores también
admiten esta capacidad (Colonnier, 1964; McMahan, 1967; Cook
y Wisniewski,l1l973; Gayoso y cols., 1982; Triarhou y cols.,
1985). Ludwin (1984) observa gque los oligodendrocitos maduros
captan timidina tritiada en respuesta a un dafio, pero no men-
ciona en absoluto el hallazgo de fagocitosis. Sin embargo, Fer-
nando (1973), Murabe y cols. {(198l1) y Al-Ali y Robinson (1984)
niegan por completo que los oligodendrocitos sean capaces de

fagocitar. .

D) Otras células: Brierley y Brown (1982 b) sostienen
que los fibroblastos de los grandes vasos sanguineos pueden ori
ginar macréfagos en el animal adulto. Al-Ali y Robinson (1982
a ) admiten que células del tejido conectivo-pial pueden fagoci
tar. También, parece que los neutrdfilos son capaces de efec-
tuar neuronofagia en 4areas de necrosis hemorragica (Means y

Anderson, 1983).

ASTROCITO:

Es el mis grande en tamafio de los tres tipos de célu-
las neurogliales, y constituyen el 30-65% del total de las mis-
mas ( Glees, 1955), estando muy ubicuamente distribuidos, tan-
to en la sustancia blanca como en la gris. Generalmente, a los
astrocitos se les divide en protoplasmicos y fibrosos. Los pri-
meros se hallan de ordinario en la sustancia gris, y se carac-

terizan por poseer un numero de prolongaciones variable pero



abundante, las cuales emergen radialmente. Por el contrario,
los fibrosos estdn localizados sobre todo en la sustancia blan-
ca y en las superficies de cerebro y médula espinal, siendo sus
prolongaciones mAs escasas, mids lisas, mids largas y mis delga-
das que las de los astrocitos protopldsmicos. Ambos tipos celu-
lares poseen prolongaciones que se adosan a las paredes capila-
res ("pies chupadores"). Las prolongaciones astrocitarias de
las zonas més periféricas de médula espinal y cerebro constitu-
yen una lédmina completa llamada " glia limitans" que separa el
compartimento neuronal de las células piales ( Peters y cols.,

1976; Nathaniel y Nathaniel, 1981).

Recientemente se ha comprobado que los astrocitos pro
topldsmicos y fibrosos poseen diferencias tanto antigénicas
como en el desarrollo celular (Raff y cols., 1983; Miller y

Raff, 1984).

Ultraestructuralmente (Nathaniel y Nathaniel, 1981),
el nicleo del astrocito fibroso es ligeramente irregular, mien-
tras que el del protopldsmico es algo mids redondeado u oval.
En ambos casos el nucleoplasma es homogéneo, con acimulos de
cromatina poco llamativos. El citoplasma es muy claro, y més
abundante que el de los oligodendrocitos o microglia. Hay dos
datos caracteristicos de este tipo celular: los microfilamentos
y el glucdgeno. Los primeros son menos numerosos en los proto-
plésmicos que en los fibrosos, y miden 8-9nm. de grosor, siendo
especialmente abundantes en los astrocitos subpiales que cons-
tituyen la glia limitans. El glucégeno se visualiza como mate-

rial particulado electrodenso, de 10-40 nm. de didmetro. Estas



particulas de glucégeno se encuentran en el citoplasma perinu-
clear y especialmente en los pies chupadores. Otros organoides
citopldsmicos son similares a los hallados en otras células,
y estén por lo general dispersos: pequefios segmentos de retficu-
lo endoplasmico rugoso, ribosomas libres, polisomas,..; el com-
plejo de Golgi posee lisosomas y granulos de lipofucsina en su
vecindad. Existen mitocondrias de estructura habitual, habiéndo
se descrito ademids otras de caracteristicas inusuales en astro-
citos de determinadas regiones del sistema nervioso central
(Mugnaini, 1964; Blinzinger y cols., 1965; Morales y Duncan,
1971; Fernandez y cols., 1983). Se han observado ademas 'gap
junctions" interastrociticas, especialmente con gran frecuencia
entre los pies chupadores perivasculares y entre las prolonga-
ciones subpiales (Reese y Karnovsky, 1967; Brightman y Reese,
1969; Sipe y Moore, 1976). .
Estd universalmente aceptado que los astrocitos jue-
gan un papel esencial en la reparacidén del dafio al tejido ner-
vioso. El término general empleado para referirse a la reacciédn
astrocitaria es el de "gliosis" o " astrocitosis'". Los dos cam=-
bios basicos (Duffy, 1983) son: proliferacién e hipertrofia.
En cuanto a la proliferacidédn astrocitaria, mediante técnicas
de impregnacidn metidlica Rio-Hortega y Penfield (1927) observa-
ron un aumento del nimero de astrocitos alrededor de una heri-
da cerebral experimental, pero al no poder encontrar figuras
mitédticas dedujeron que los astrocitos proliferaban por divi-
sién amitética. Medidas microespectrofotométricas del nicleo

de los astrocitos reactivos en el cerebro humano han evidencia-
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do que el contenido de DNA se dobla, y que el nicleo posee un
tamafio més grande que el del nicleo diploide habitual (Lapham,
1962; Laphman y Johnstone, 1964); sin embargo, en ausencia de
figuras mit6ticas estos autore; también concluyen que estas cé-
lulas sufren un proceso de divisién amitética. Pero Cavanagh
(1970), en un excelente estudio ( con empleo adicional de auto-
rradiograffa) sobre proliferacién celular alrededor de una he-
rida cerebral, no encuentra ninguna evidencia de divisién amitd
tica en asirocitos, y sf{ de mitésis habituales de este tipo ce-
lular. Mds recientemente, Latov y cols. (1979) combinan la tin-
cién de inmunoperoxidasa para la protefina glial &cida fibrilar
(PGAF) con marcaje con timidina tritiada y autorradiografia,
efectuando herida cerebral en ratones, y observan que algunos
de los astrocitos inmunoreactivos del 4area lesional presentan
marcaje autorradiogrdfico, por lo que concluyen que los astro-
citos poseen capacidad de divisidn y que la multiplicacidn de
los mismos puede ser un factor significativo en la produccién

de una cicatriz en el cerebro lesionado.

La hipertrofia astrocitaria se manifiesta al micros-
copio é4ptico por un agrandamiento del cuerpo celular (Duffy,
1983), mientras que las caracteristicas ultraestructurales acep
tadas por la mayorfia de los autores como tf{picas de los astroci
tos reactivos son el aumento de la cantidad tanto de microfila-
mentos (Tani y cols., 1964; Al-Ali y Robinson, 1978; Nathaniel
y Nathaniel, 1981) como de glucSgeno intracitopldsmico (Hager
y cols., 1967; Guth y Watson, 1968; Al-ALI Y Robinson, 1978;

Nathaniel y Nathaniel, 198l1). A este respecto es interesante
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seflalar que tanto la gliosis como la acumulacién glucogénica
son précticamente inexistentes cuando el dafio se efectia en ra-

tas neonatales (Sumi y Hager, 1968; Berry y cols., 1983; Barret
y cols., 1984).

Los astrocitos, ademis, participan en el edema cere-
bral (Gonatas y cols., 1963; Schrdder y Wechsler, 1965; David

y cols., 1967).

VASOS CEREBRALES:

En cuanto a la reaccidén y regeneracién que sufren los
vasos cerebrales tras la herida, Schultz y Pease (1959) y Blin-
zinger y cols. (1965) hacen notar la notable resistencia de las
membranas basales vasculares, que permanecen practicamente in-
demnes cierto tiempo después de efectuada la lesidén a pesar de
haberse desintegrado los elementos celulares que las formaron.
Dichas membranas basales, segin Cancilla y cols. (1979) servi-
rian de soporte y guia para la restitucién de la integridad del
vaso mediante procesos neoformativos vasculares que comenzar{an
cierto tiempo tras el dafio; la cronologfa de dichos procesos
ha sido estudiada por diversos autores, los cuales no han llega
do por completo a resultados concordantes (Huntington y Terry,
1966; Yanagihara y cols., 1967; Cavanagh, 1970; Cancilla y cols

., 1979; Cancilla y De Bault, 1980).

Parece, asimismo, que 1los macréfagos jugarfan un
importante papel en la regeneracidén vascular (Beck y cols.,

1983).



MATERIAL Y METODOS
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Para nuestro estudio hemos empleado ratas albinas de
la raza Wistar, de dos meses de edad, mantenidas en adecuadas

condiciones ambientales y nutricionales.

Las lesiones en el parénquima nervioso las hemos rea-

lizado segin la siguiente metodologia:

12) Anestesia de los animales mediante inyeccidn in-
traperitoneal de hidrato de cloral, 0'7 cm3 de

una solucidén al 10%.

22) Incisién longitudinal medial ( 2 cms.) de la piel

del craneo.

32 ) Seccidén del periostio con visualizacidén de las

suturas 6seas.

42) Perforacién (de lmm. de grosor) de ambos huesos
parietales, con un torno dental.

52) Puncidén cerebral bilateral, introduciendo por los
orificios practicados una aguja candente de 1lmm.
de espesor, alcanzando una profundidad de 3-4 mi-
limetros. Mediante este sistema, ademds de evitar
infecciones, se va a provocar una necrosis, con
lo que se exageraréin los posibles procesos rege-
nerativos.

62) Sutura cuténea.

El despertar de la anestesia acontecf{a tras 30-45 mi-
nutos, y en la conducta del animal destacaba cierta hipoactivi-

dad, que revertfa a las pocas horas.
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Prédcticamente en ningin caso han ocurrido infecciones
., por lo que no hemos juzgado necesaria la administracién pro-
fildctica de antibiSticos. La mortalidad ha sido casi inexisten-

te (2%).

Los animales se sacrificaron a los siguientes perfo-

dos de tiempo de evolucién de la lesién:

- 24 horas; 48 horas; 3,5,7,10,15,20,25,30 y 45 dias.

- 2,3,4,5,6,7, 8, 10 y 12 meses.

Para extraer el encéfalo hemos procedido de la si-

guiente manera:

19) Ligera anestesia etérea.

29%) Decapitacidén del animal y eversién de la piel del
crdneo.

32) Eliminacidn cuidadosa de la calota.

4?2) Extraccidén encefdlica, de delante a atrias.

59) Inmediata inmersidn en el correspondiente liquido

fijador ( véase mas adelante).

No obstante, la mayorfa de las piezas para estudio
electromicroscépico han sido fijadas por perfusién, segin la

siguiente metodologfa:

12) Anestesia del animal mediante inyeccién intrape-
ritoneal de hidrato de cloral: 0'7 cm3 de una so-
lucién al 10%. Ademis, conjuntamente con el anes-
tesico, se administran 1 cm3 de heparina sédica

al 1%.



2¢)

3¢)

a9)

52)

Sujecidén del animal en una cubeta de diseccién,
colocidndolo en deciibito supino.

Extensa seccidén longitudinal medial de la piel,
desde el cuello hasta la parte inferior del abdo-
men, despegindola adecuadamente de lo0s planos mus
culares por diseccidén roma, en sentido lateral,
y rechazando ambos colgajos cutdneos hacia los
lados.

Apertura longitudinal de la pared abdominal, efec
tuando una seccidén transversal horizontal a 1la
altura del reborde costal, a cada lado, rechazan-

do los colgajos musculares.

Perforar el diafragma y cortar un trayecto de unos
3 cms. muy cerca de su insercidén anterior en la
pared tordcica. Con ello, los pulmones se colap-
san y el animal efectlia acusados movimientos res-
piratorios. Procediendo con la mayor rapidez, se
realizan dos cortes paralelos al esternén, a 1
cm. por fuera del mismo, llegando hasta las clavi

culas.

6) Rechazo del peto esternocostal hacia arriba, suje-

7¢)

tdndolo con unas pinzas.

Dar un pequefio corte a la auricula derecha, reti-
rando con un aspirador la sangre que mana de la
misma. El aspirador se mantiene conectado hasta

la finalizacién de la perfusién.



8e)

92)
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Sujetar el corazén (que se halla latiendo a gran
velocidad, prdcticamente en fibrilacién) con unas
pinzas, y cortar con tijeras por completo la pun
ta de la viscera.

Colocar en el orificio practicado a nivel del
apex (que corresponde a ventriculo izquierdo) una
cédnula de vidrio cuya punta se introduce en rafz
adértica. Dicha cédnula estd conectada a una goma
que a su vez comunica con un recipiente que con-
tiene 300 cm3 del fijador (glutaraldehfdo al 3%).
El recipiente se sitda a una altura de 80 cms.
sobre el plano de la mesa, lo cual producira la
presién necesaria para que el lfquido circule
a través del circuito vascular mayor del animal.
La goma se ha rellenado previamente con buffer
fosfato 0'l1 M., con el fin de que primero se eli-
mine la sangre sin que llegue a entrar en contac-
to directo con el liquido fijador. Opcionalmente
se pueden clampar los grandes vasos inmediata-
mente por encima del diafragma. Mantenemos circu-
lando el 1lfquido hasta agotar los 300 cma. Una
vez terminada la perfusién, se guarda en nevera
al animal unos 60 minutos, y tras ese tiempo se
extrae el encéfalo de andloga manera a la descri-
ta anteriormente, introduciéndolo en liquido fija

dor (glutaraldehfdo al 3%).

Para cada etapa evolutiva hemos empleado 6 animales.



Los fijadores utilizados han sido:

a)
b)
c)

d)

Formol-neutro al 10%.
Bouin-acético.
Formel-bromuro.

Glutaraldehido al 3%.

Se preparan de la siguiente manera:

a) Formol-neutro al 10%: 10 cm3. de solucidén comer-

cial de formol puro (formaldehido al 35-40%) y

hasta 100 cm3 de agua destilada.

b) Bouin-acético:

Acido picrico a saturacién en agua destilada,

1000 cm>.

Formol puro (formaldehido al 35-40%), 100 cm3.

Acetato de cobre neutro, 25 gramos.

Se aftade en el momento del uso un 3% de &acido acé

tico glacial.

c) Formol-bromuro:

Formol-neutro, 15 cm3.

Agua destilada, 85 cma.

Bromuro de amonio, 2 gramos.

d) Glutaraldehfdo al 3%:

Se mezcla en el momento del uso:
Solucién de glutaraldehido al 25%, 12 cm™.
Buffer fosfato 0'2 M., pH= 7'4, 50 cm™ .

Agua destilada, 38 cma.
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La solucién fijadora final que queda es gluta-
raldenfdo al 3% en buffer fosfato 0'lM., pH =

7'4. Se mantiene a 42C.

El buffer fosfato se prepara a partir de dos solu

ciones:

~ Solucién A (&cida):

Fosfato monosédico (NaH Poa.H 0;Pm=137'99) al

2 2

2'76% en agua destilada.
- Solucién B (basica):

Fosfato disédico (Na HP04.7H 0; Pm= 268) al

2 2

5'36% en agua destilada.

Fosfato disédico (Na2H904.12H20; Pm=358'16) al

7'16% en agua destilada.

Se puede emplear cualquiera de los dos produc-

tos. Varia la concentracién debido al diferente

peso molecular.
Estas dos soluciones madre se conservan varias
semanas en el frigorifico. La solucién B suele
cristalizar a baja temperatura, por lo que es ne-
cesario ponerla a temperatura ambiente un tiempo
antes de realizar la mezcla, con el fin de redi-
solver los cristales.

Para preparar el buffer se mezclan las dos solu
ciones en la siguiente proporcién:

Solucién A, 16 partes.

Solucién B, 84 partes.



Con lo que resulta un buffer fosfato 0'2M. y de

pH=7"'4.
En cada una de las fases estudiadas se han realizado
las siguientes técnicas histoldégicas:

A) Microscopfia dptica:

A.l) Hematoxilina-eosina, como técnica general

de rutina.
| A.2) Van Gieson, para el estudio del componente
conectivo.

A.3) Hematoxilina fosfotingstica, para la demos-

tracién de fibras gliales (que se tifien de

azul), y su facil diferenciacidén de las fi-
bras colégenas ( que lo hacen de rojo).
A.4) Perls, con el objeto de investigar la forma-

cién y destino de los corpuisculos grénulo-fé

rricos.

B) Microscopia electrdénica: ver mas adelante.
Ademds, en etapas tempranas hemos sacrificado anima-
les adicionales con el fin de aplicar algunas técnicas especia-

les para microscopia éptica:

a) Técnica argéntica de Weil y Davenport (1933) para

microglia, que es de singular utilidad (Esiri y
Boos, 1984) para la objetivacién de microglia
reactiva, tanto en material fijado en simple for-
I mol al 10% como en el fijado en glutaraldehido

al 3%.
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b) Técnicas histoquimicas:

b.1) Técnica de Miller y Palade (1964), para fos-
fatasa 4cida.

b.2) Técnica de Fahimi (1969), para peroxidasa.

Y en etapas mids tardfas, se sacrificaron también ani-

males para efectuar:

a) Técnica del oro sublimado para la demostracién de

astrocitos. Nos ha sido de gran utilidad la modi-
ficacién de Rfio-Hortega (citado por Cajal y De Cas
tro, 1933) del método ailrico de Cajal, la cual nos
ha brindado mejores resultados que el método clés£

co.

Los cerebros se tallaron en piezas de 0'5 cms. de es-
pesor que incluyeran el trayecto de la herida, y los fijadores
y métodos de inclusién y corte para cada una de las técnicas

han sido:

a) para las técnicas habituales de microscopfa éptica
, Bouin-acético o Formol al 10%, 2-3 dfas de fija-
cién. Tras lavado abundante en agua corriente se
deshidratan las piezas en alcoholes progresivos,
se aclaran con benzoles, y se sumergen en parafi-
na lfquida (una noche). Se preparan los bloques
de parafina correspondientes, orientando la pieza
de un hemisferio para ser cortada segin un plano
longitudinal (parelelo al trayecto), y l; contra-
lateral segin un plano transversal (perpendicular

al trayecto). Los cortes se realizaron a 7 micras
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de grosor, con un microtomo Leitz tipo Minot, se-
ridndose por completo las piezas.
b) Para la técnica de Weil y Davenport (1933), glu-
! taraldehido al 3%, un dfa. Los cortes se efectua-
ron por congelacidén, con un grosor de 20-25 mi=-
cras, y en un sentido perpendicular al trayecto.
¢) Para la variante de Rfo-~Hortega del oro sublimado
de Cajal, formol-bromuro, 5 dfas. Los cortes se
realizaron también por congelacién, perpendicular
mente al trayecto, a un grosor de 20-25 micras.
d) Para las técnicas de histoquimia, glutaraldehido
al 3%, un dia. Cortes por congelacién, perpendicu
lares al trayecto, de 20-25 micras. Ambas técni-
cas se aplicaron alternativamente en cortes suce-
sivos de la misma pieza, con objeto de comparar
las imdgenes obtenidas.
e) Para microscopfia electrdénica, glutaraldehido al
3%, un dia. Tras este tiempo, se seccionaba longitu
dinalmente el bloque en dos mitades por el centro
del trayecto, selecciondndose muestras del tamafio
adecuado para el procesamiento ulterior (piezas
cuboideas de 1lmm. de lado), tanto de la zona co-
rrespondiente a la pared de la herida, como de

una regidon situada a lmm. por fuera de la misma.

DESCRIPCION DE LAS TECNICAS

- HEMATOXILIMA-EOSINA:

12) Desparafinacién e hidratacidn.
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2?) Hematoxilina de Carazzi, 10-15 minutos.

32) Lavado en agua corriente, 30 minutos como mfnimo.

42) Eosina al 1'25%, 3 minutos.

S2) Deshidratacidn, aclaramiento con carboxilol, xilol y mon-

taje con BAlsamo del canad4.

Reactivos:
a) Hematoxilina de Weigert:
Consta de dos soluciones:
- Solucién A:
- Hematoxilina, 1 gramo.
- Alcohol de 969, 100 cm3.
- Solucidn B:
- Percloruro de hierro al 29%, 4 cm3.
- Acido clorhidrico de densidad 1'124 (que se pre-

para con 100 cma. de HC1l concentrado y 50 cma. -

de agua destilada), 1 em3.

- Agua destilada, 95 cma.
Las dos soluciones se mezclan en el momento de ser
utilizadas, empleando exactamente la misma cantidad

de cada una de ellas.

b) Picrofuchsina:

- Solucién saturada en agua de &cido pfcrico, tres -
partes.

- Solucién acuosa de fuchsina dcida al 1% una parte.
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Método:

12) Desparafinar e hidratar.

2¢) Hematoxilina de Weigert, 10 minutos.

39) Lavado en agua corriente.

4%) Picrofuchsina, 10-30 segundos.

5¢) Deshidratacién directamente desde alcohol absoluto y monta-
Jje.

- HEMATOXILINA FOSFOTUNGSTICA:

Reactivos:
a) Mezcla de oxidacién:

- Permanganato potasico al 1%, 50 cm3.

- Acido sulfidrico al 10%, 1'S cm3.

- Agua destilada, 48'S cm3

b) Hematoxilina fosfotingstica:
~ Acido fosfotingstico, 20 gramos.
-~ Hematoxilina, 1 gramo.

- Agua oxigenada, 2 cm3.

- Agua destilada, 1000 cm3.
Método:
12) Desparafinacidén e hidratacién.
2?2) Mezcla de oxidacién, 10 minutos.
3?) Lavado rdpido en agua destilada.
42) Acido oxédlico al 5% hasta blanqueo de los cortes.
52) Lavado rédpido en agua destilada.

62) Hematoxilina fosfotingstica, 24 horas.

79) Deshidratacién desde alcohol absoluto y montaje.
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~ PERLS:

Reactivos:
a) Mezcla ferrocianuro potdsico-dcido clorhidrico:
- Ferrocianuro potasico al 10%, cuatro partes.
- Acido clorhfdrico al 10%, una parte.

b) Safranina al 0'S%.

Método:
l12) Desparafinar e hidratar.

2%2) Mezcla ferrocianuro potdsico-dcido clorhidrico, 5 minutos.
32) Afladir a la solucidn anterior medio volumen de 4cido clor-
hidrico al 10%, dejando actuar esta mezcla 20 minutos.

4%) Lavado en agua corriente.
52) Safranina, 30 segundos.

6?) Lavado rédpido, deshidratacidén, aclaramiento y montaje.

- ORO SUBLIMADO ( VARIANTE DE RIO-HORTEGA):

12) Cortes por congelacién.
29) Lavado en agua amoniacal, y después en agua acetificada.
32) Inmersién en el siguiente baflo:

- Solucidn de cloruro de oro pardo al 1/500, 50 cma.

- Bicloruro de mercurio cristalizado, 0'75 gramos.
Disolver en caliente, filtrar, y ;ﬂadir 20 gotas de #dci-
do acético.

Poner el producto resultante en una placa de Petri, in-
troducir los cortes y llevar a la estufa a 30-35? hasta
que adquieran un color pardo oscuro.

4%) Lavado en agua destilada,
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59) Fijacién en hiposulfito sédico al S%.

62) Nuevo lavado, deshidratacién, aclaramiento y montaje.

-TECNICA DE WEIL Y DAVENPORT (1933):

12) Cortes por congelacién.
29) Lavado en agua destilada.

3%?) Lavado en agua amoniacal, 2-3 minutos.

42) Solucién de plata amoniacal, 10-20 segundos. Esta solucién

3

se prepara afladiendo a 2 cma. de amoniaco 18-20 cm”™. de ni-

trato de plata al 10%, agitando mientras se hecha poco a

poco la plata. El punto Sptimo se alcanza cuando la solu-

cién toma un tono débilmente opalescente. Si hay un exceso

de plata, se afiade una gota de amoniaco para terminar de

disolver el precipitado.
5¢2) Reduccién en formol al 10%.
62) Lavado en agua destilada.

72) Deshidratacién, aclaramiento y montaje.

~TECNICA DE MILLER Y PALADE (1964):

Soluciones:
a):Buffer acetato 0'l M., pH=S.
Se prepara as{:
- 70 partes de acetato sédico 0'l M.
- 30 partes de acido acético 0'l M.
Se afiade un 7'S% de sacarosa.
b) Beta-glicerofosfato sédico al 1%.
¢) Nitrato de plomo al 0'6%.

d) Medio de incubacién: se obtiene mezclando 5 partes

de
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buffer, 3 de glicerofosfato, y 2 de la solucién de plo-

mo.

Método:

1?) Cortes por congelacién, recogiéndolos en buffer acetato.

2%) Sumergir en el medio de incubacién, un minimo de 30 minu-
tos. a 372C. .

32) Lavado breve en agua destilada.

4?) Lavado breve en acido acético al 2%.

5%) Sulfuro de amonio al 2%, unos segundos.

62) Lavado en agua destilada.

7%) Deshidratacién, aclaramiento y montaje.

~TECNICA DE FAHIMI (1969):

12) Cortes por congelacidén, recogiéndolos en buffer fosfato 0'1l
M.

2%) Sumergir los cortes en el medio de incubacién hasta que ad-
quieran un color marrén claro ( unos 10-20 minutos). E1 me-
dio se prepara asf{:

- Diaminobencidina, 9'9 mg. en 10 cm3. de buffer fosfa-
to O'1 M.
- Agua oxigenada al 1 por mil, 1'S cma.

32) Lavado en agua destilada.

4%) Deshidratacién, aclaramiento y montaje.

Estas dos técniéas histoqui{micas fueron aplicadas también a al-

gunos cortes de teJido que se procesaron ulteriormente para es-

tudio con microscopfa electrénica.



- TECNICAS DE MICROSCOPIA ELECTRONICA:

12)

2¢)

32)

ae)

5¢2)

69)

72)

82)

Fijacién en glutaraldehf{do al 3% en buffer fosfato 0'l M.,
pH= 7'4, a 42C.

Lavado en buffer fosfato 0'l M,,pH= 7'4, a 42C. durante va-
rias horas.

Postfijacidén en tetradxido de osmio al 1% en buffer fosfa-
to 0'1 M., 1-1'5 horas.

Dos lavados en buffer fosfato 0'l M., pH= 7'4.
Deshidratacidén en acetonas de concentracidn creciente.
Infiltracién del tejido durante doce horas en una mezcla
tres partes de acetona y una de Vestopal W.

Depositar la pieza en una cépsula de gelatina rellena con
el medio de inclusién ( Vestopal W). Mantener 24 horas a
temperatura ambiente.

Polimerizacidén: 2-2'5 dias en estufa de 602 C.

Se obtuvieron secciones semifinas y ultrafinas con un ultrami-

crotomo modelo LKB.

Las secciones semifinas se han tefiido con azul de to-

luidina al 1% en bdérax (borato sédico) al 1%, 5 minutos en es-

tufa de 602 C.

Las secciones ultrafinas se tifleron con acetato de

uranilo al 2% y citrato de plomo, de la siguiente manera:

12) Acetato de uranilo al 2%, una hora.
2%?) Dos lévados en agua destilada.
32) Citrato de plomo, S5-7 minutos.

Se prepara segin Reynolds (1963), con:
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- Nitrato de plomo, 1'33 gramos.

- Agua bidestilada, 30 cm°.

- Citrato sédico. 2H20, 1'76 gramos.

Se mezclan los dos primeros, y después de una disolu-
cién completa se afiade el citrato y se agita hasta que el pre-
cipitado sea muy fino. Se afladen 8 cm3 de solucién de sosa nor-

mal (4%), completando hasta S0 cm3. con agua destilada o bides-

tilada.

E1l modelo de microscopio electrénico utilizado para el
exidmen de las muestras ha sido un Philips EM 201, operando con

un potencial de aceleracidén de 60 kilovoltios.



RESULTADOS




1-3 DIAS DE EVOLUCION:

En los primeros momentos tras la lesién, el cuadro mor
folégico estd dominado por la necrosis, con la consiguiente res-
puesta celular inflamatoria. Asf{, 24 horas después de la lesidn
aparece marcada necrosis parenquimatosa en el foco. En muchos
lugares no hay una neta separacidén entre el parénquima conserva-
do y el necrético. Los bordes del trayecto aparecen por completo

desflecados y carentes de organizacién. (Figs. 1 y 2).

En el magma necrético central y en la vecindad se apre
cian en ocasiones arteriolas y capilares, aquéllas con pared ne-
crosada y con numerosos polimorfonucleares neutréfilos en el in-
terior y alrededores. Con frecuencia desaparecen las células en-
doteliales, permaneciendo dos finas lineas paralelas y préximas,
remedando una " gombra " de la pared vascular. No obstante, en
algin caso, se han visto vasos con estructura aparentemente bien
conservada incluso en el seno del magma central, pero sobre todo

en la vecindad del trayecto.

Existe un evidente edema en el parénquima vecino al
lugar de la puncidén, el cual adopta un aspecto espongiforme. Zl
edema es m&s marcado a niveles m&s profundos del trayecto, no
llegando a constituirse un halo neto separado nitidamente del
parénquima sano, tendiendo por lo general a ser difuso. (Figs.

1, 2y 3).



Hay abundante hemorragia, en forma de focos dispersos
intraparenquimatosos en la vecindad del trayecto, acimulos de
hemat{es en el hueco de la herida y marcada hemorragia perivascu

lar. ( Figs. 2 y 4).

Entre el material necrético aparecen ocasionalmente
elementos fusocelulares de nicleo muy fino, elongado y denso,

interpretables como células endoteliales en vias de degeneracién,

En cuanto a la respuesta celular inflamatoria, se ex-
presa fundamentalmente por polimorfonucleares neutréfilos muy
abundantes que se sitlandispersps o en pequefios acimulos tanto
en el material necrético como en los margenes del trayecto (Fig.
5). Con frecuencia estdn ocupando luces vasculares, observandose
en ocasiones imégenes de " marginacidén leucocitaria" (Fig. 6).
De modo ocasional, especialmente ‘en la profundidad del trayecto,
existen mindsculos gldbulos bas6filos interpretables como provi-

nientes de una desintegracidén nuclear (cariorrexis). (Fig. 7).

Los macr6fagos son relativamente escasos, observandose
algunas células de aspecto ameboide, citoplasma no muy abundante
, y nicleo redondeado o algo arrifionado. Se sitian con frecuen-
cia en la vecindad de los vasos y ocasionalmente los hemos obser
vado en el espacio de Virchow-Robin (Fig. 8). Algunos de estos
macréfagos aparecen en relacidn con el material necrético. Se

ha observado, en este dfa, fagocitosis de hematies.
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En contadas ocasiones se han visto mitosis, de elemen-

tos de muy probable naturaleza macrofégica.

La reaccién vascular es del todo inaparente. Es mani-

fiesta la congestién vascular.

En cuanto a las modificaciones sufridas por la meninge
, hay rotura, dislaceracién y necrosis, con congestién vascular
y focos hemorrdgicos (Figs. 2 y 6). Se ven ademis polimorfonu-
cleares neutrdfilos dispersos que tienden a veces a situarse al-

rededor de vasos subaracnoideos.

A las 48 horas el aspecto general es bastante similar
a la etapa anterior, con diferencias poco aparentes. El edema
constituye un halo marcado y bastante neto, mucho m&s evidente
por fuera del material necrdtico. El grado de hemorragia es ani

logo al encontrado a las 24 horas.

En lo que respecta a los macréfagos, se aprecian nume-
rosas formas ameboides y pseudopddicas, asi como moderado nimero
de células totalmente catalogables como " corplsculos grénulo-

adiposos” , que a veces engloban hematies (Fig. 9).

Con relativa frecuencia se ven mitosis en la vecindad
del trayecto (Fig. 10), que parecen corresponder tanto a elemen-

tos macréfagicos como gliales, ya que a veces se han objetivade



figuras mitdticas en posicién de satélite neuronal.

Se inicia la reaccidn adventicial en las arterias veci

nas al foco de la lesién.

La meninge, en las zonas adyacentes al lugar de pene-
tracién, muestra edema, hemorragia discreta y escasos restos ne-

créticos.

A las 72 horas, 1los polimorfonucleares neutréfilos
existen en cantidad moderada o escasa. Muy ocasionalmente se ven

gldébulos de desintegracidn nuclear.

El tipo de macréfago que predomina, si bien se siguen
observando formas de transicidén, es ya el "corpisculo granulo-
adiposo'". Tales elementos son numerosos, tanto a nivel de los
midrgenes del trayecto, en zonas superficiales, como en las Aareas
de edema o incluso en el fondo (Fig. 11). Poseen tendencia a si-

tuarse perivascularmente, a veces en espacios de Virchow-Robin.

Con cierta frecuencia, en las &reas mis edematosas y
necrdticas, se ven elementos celulares fusiformes que se sitian
bien aislados o en pequefios hacecillos de dos o tres células,
y a veces se aprecia cémo‘corresponden a fragmentos rotos de pe-

quefios vasos (Fig. 12).
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Se observan con facilidad mitosis en los miargenes del

trayecto.

Se acentda la reaccién vascular. Las arterias vecinas
al foco de lesién aparecen frecuentemente con aumento del nimero
de células adventiciales y también con células que ocupan el es-

pacio de Virchow-Robin.

A nivel del fondo de la puncidén, en plena sustancia
blanca edematosa, parecen existir intentos de neoformacidén vas-
cular, en forma de algun cordoncillo sélido de elementos de ni-
cleo alargado, que emerge del parénquima y se dirige hacia el

foco.

La meninge presenta edema y hemorragia discretos. Se
aprecia una franca reaccién meningea con aumento del espacio
subaracnoideo, que aparece hipercelular. Existen frecuentes figg
ras de mitosis en elementos perivasculares meningeos (Figs. 13

y 1a4).

Los hallazgos ultraestructurales en estas fases preco-
ces son anodinos, estando dominados por la necrosis y licuefa-

ccién tisular, y la aparicidén de macréfagos.
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S _DIAS DE EVOLUCION:

A los cinco dfas de evolucidén todavia se aprecia una
evidente necrosis parenquimatosa, constituyéndose un nicleo cen-
tral de material necrdético que ocupa casi por completo el hueco

(Fig. 15).

Se observa un halo de edema muy bien delimitado, loca-

lizado por fuera de la banda de reaccidn macrofégica.

Con respecto a la respuesta celular inflamatoria (Fig.
16), esta formada principalmente por células macrofégicas, sien-
do los " corpisculos grénulo-adipososos" el elemento predominan-
te (Fig. 17). Constituyen una neta banda que rodea concéntrica-
mente a la zona necrética central, y con frecuencia se observan
en disposicidén perivascular alrededor de vasos arteriales (Fig.
18). Son evidentes y llamativos los fenémenos de eritrofagocito-

sis.

En nidimero variable segin el animal considerado, pero
presentes en todos los casos estudiados, se han visto células
gigantes multinucleadas, que poseen entre tres y diez o més ni-

cleos. Se sitian entre las demds células macrofdgicas (Fig. 19).

Se visualizan sin ninguna dificultad numerosas figuras

mitéticas, sobre todo a nivel de la banda de macréfagos,corres-
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pondiendo, por tanto, a células fagocitarias en divisién. En el
halo de edema, as{ como en el parénquima inmediatamente adyacen-
te al mismo, se ven ocasionales mitosis, algunas de ellas de

elementos situados en posicién de satélite perineuronal.

Con respecto a la reaccidén vascular, en esta etapa tie
nen lugar hechos llamativos, detectidndose procesos neoformativos
en forma de numerosos brotes o yemas de apariencia maciza, cons-
titufidos por hacecillos de células fusiformes que se dirigen per
pendicularmente hacia el trayecto. Estas formaciones son eviden-
tes especialmente a nivel del halo de edema. Se ha visto alguna

ocasional mitosis de los elementos que componen estos cordones.

En vasos sanguineos cercanos al foco suele verse un
nimero algo aumentado de células perivasculares (constituidas
sobre todo por elementos fusocelulares y macrofigicos). Otras
veces hay una densa agrupacién de células de nicleos alargados
que rodean en varias capas a vasos arteriales cercanos a la me-
ninge, obliterando el espacio perivascular (Fig. 21). Se ha vis-

to alguna figura mitdtica a ese nivel.

Con respecto a las reaccionesvsufridas por la meninge,
en el espacio subaracnoideo vecino al lugar de la puncién, hay
una moderada proliferacién de elementos fibroblastoides que tien
den a constitufir manguitos alrededor de vasos arteriales. Tales

elementos son de carédcter andlogo a los descritos anteriormente
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obliterando los espacios de Virchow-Robin, existiendo -~ de igual

modo - alguna ocasional mitosis.

Puede establecerse, pues, que en cortes perpendicula-
res a la trayectoria de la puncidén, se ponen de manifiesto va-
rias zonas concéntricas que, desde la zona central a la perife-
ria, son las siguientes: 1) Zona necrética central; 2) Zona muy
celular de macréfagos, con gran cantidad de elementos globulares
, que presentan frecuentemente material fagocitado en su inte-
rior; 3) Banda edematosa con abundantes vasos neoformados; y 4)
la zona mis externa que corresponde a parénquima nervioso con
alteraciones minimas y que presenta un cierto aumento de la ce-
lularidad a expensas de elementos de nicleo pequefio y denso, con

frecuencia de forma alargada (Fig. 20).

La técnica argéntica de Weil y Davenport (1933) pone
de manifiesto tipicos microgliocitos de morfologia ramificada
en &dreas alejadas de la lesién, pero al irnos acercando al foco
se tornan hipertréficos (con prolongaciones mds cortas, mas grue
sas y menos ramificadas), apareciendo tales elementos a nivel
de la zona del parénquima con el cierto aumento de la celulari-
dad antes descrito. MA&s cerca del trayecto, se observan formas
pseudopddicas y ameboides (zona correspondiente a la banda de
macréfagos), y por iltimo, en el &rea adyacente a la necrosis

aparecen las formas globulosas (Figs. 22, 23 y 24).



- 41 -

La técnica para la demostracién de la fosfatasa dcida
(Miller y Palade, 1964) demuestra la existencia, a nivel de la
regién correspondiente a la banda de macréfagos anteriormente
descrita, de numerosas células globulosas cuyo citoplasma esté
cargado de grénulos que dan la reaccién intensamente positiva
para dicho enzima (Fig. 25). También se observa una intensa posi

tividad pericitaria a todos los niveles.

Con la técnica de Fahimi (1969) para la demostracién
de la peroxidasa se observa, en el seno de la banda macroféigica,
un nimero escaso de células globulosas con positividad granular
citopldsmica (Figs. 26 y 27). Los hemat{es aparecen con un color
casi negro, debido a la intensa actividad pseudoperoxiddtica de
la hemoglobina que contienen. En las zonas externas, por fuera
de la banda de macréfagos, no se han encontrado células peroxida

sa-positivas.

Con respecto al estudio ultraestructural, en regiones
cercanas al foco son evidentes las alteraciones neuronales, con
grados variables de edema intracelular y disgregacidén de organe-
las. Existe también un masivo edema de somas y prolongaciones
astrocitarias, las cuales aparecen como grandes masas esféricas

de aspecto claro ocupadas por algunos restos grumosos amorfos.

Se observan, en el neuropilo cercano a la herida, pro-

longaciones celulares (presumiblemente neuronales) con curiosas



imidgenes de cardcter degenerativo: es relativamente frecuente
ver formaciones esféricas de gran tamafio que contienen en su cen
tro un apretado acimulo de filamentos con algunas vesiculas, y
en su periferia numerosisimos cuerpos densos, estructuras lamina
res, mitocondrias alteradas, .... eté. (Fig. 28). A veces, en
estas formaciones se ve en un lado una estructura en forma de
"V muy abierta, alargada, constituida por un apilamiento de
membranas que parecen constituir delgadas cisternas (Fig. 29).
En otras ocasiones las prolongaciones neuronales pueden llegar
a identificarse como axones con su cubierta mielinica, la cual
suele estar alterada y el axén completamente retraido flotando
en un amplio espacio claro en el interior del tdbulo mielinico,
o incluso habiendo desaparecido por completo, conservidndose en-

tonces tan sélo restos de mielina periféricos.

Se ha comprobado ultraestructuralmente la existencia
de mitosis en células de probable cardcter macrofagico, por la
presencia de cuerpos densos identificables como lisosomas (Figs.

‘30 y 31).

En zonas mAs alejadas de la lesién, aun cuando pueda
llegar a objetivarse cierta desorganizacién del neuropilo, es

posible observar ya neuronas perfectamente conservadas.

Los macréfagos son extraordinariamente abundantes alre

dedor del material necrético y también se aprecian tanto en el
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seno del mismo como en el parénquima que rodea a la banda de
macréfagos. Poseen un nicleo con cromatina en grumos dispersos,
en general periféricos, y un nucleoplasma denso (Fig. 32). Los
contornos celulares son muy irregulares, con emisién de malti-
ples pseudépodos de calibres variables, a veces extraordinaria-
mente delgados. El citoplasma posee organelas habituales, desta-
cando el que las cisternas de retfculo endopldsmico rugoso son
largas y de disposicién aislada. El organoide mis numeroso y lla
mativo son los lisosomas,que poseen positividad para la fosfata-
sa Acida con las técnicas ultrahistoquimicas empleadas (Fig.33).
Algunos de ellos son de tipo primario (cuerpos densos rodeados
por membrana) y en general de tipo secundario, con contenido
irregular. A veces hay lisosomas secundarios que llegan a ocupar
la mayor parte del volumen celular. También se han visto gotitas
de lipidos (de tamafio uniforme, coexistiendo o no con los lisoso
mas), vacuolas claras intracitopldsmicas, y raras veces dilata-

cién de la membrana nuclear.

Se comprueba ultraestructuralmente la existencia de
fenémenos de eritrofagocitosis, observindose fragmentos de hema
tfes o hematies enteros en el interior de macréfagos (Fig. 34).
Asimismo, se ha visualizado fagocitosis de axones degenerados,
y en ocasiones intentos de englobar pequefios capilares necrdti-

cos (Figs. 35 y 36).

Losa polimorfonucleares neutréfilos que han podido
verse exhiben un citoplasma a menudo cargado de material flocu-

lento.



En zonas algo mis alejadas del lugar de la puncién,
los macréfagos tienden a situarse en relacién con vasos, con fre
cuencia en el espacio de Virchow-Robin. En estos casos poseen
lisosomas sobre todo primarios y alguna ocasional gotita 1l{pida,
siendo extrafio observar en sus citoplasmas lisosomas secundarios
. Han podido visualizarse, ademds, macréfagos en estrecho contagc

to con neuronas degeneradas.

Los vasos sanguineos de tipo capilar cercanos al foco
poseen un endotelio muy engrosado, con abundantes polirribosomas
y reticulo rugoso a veces dilatado. En ocasiones, la superficie
luminal endotelial emite prolongaciones cortas y filiformes. Los

brotes vasculares estdn siempre rodeados por membrana basal.

En espacios de Virchow-Robin cercanos a la lesién se
aprecia dilatacidén, asi como células ricas en cuerpos densos de
variables tamafios, con tipica apariencia macrofdgica (Figs. 37

y 38).

Los astrocitos son el asiento ultraestructural funda-
mental del edema (Figs. 39 y 40), localizado tanto en el soma
como en las prolongaciones (algunas poseen dilataciones bulbo-
sas). Parece existir un muy discreto aumento del nimero de fila-
mentos intracitopldsmicos ( no repartidos homogéneamente, sino
mds bien tendiendo a agruparse). Hay algin cuerpo denso con
aspecto de lisosoma primario, y ocasionales gotas de 1lipidos.
No se han visto lisosomas secundarios ni tampoco imdgenes de

pseudomielina.
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7-10 DIAS DE EVOLUCION:

Con respecto a la necrosis parenquimatosa, hay una ne-
ta disminucién de la cantidad de material necrético, el cual es
ya escaso a los 10 dfas, sitiandose bien a nivel profundo o for-
mando un pequefio tapén muy superficial (Fig. 41). Estd en todos
los casos infiltrado por macréfagos, fibroblastos y algunos va-
s0os. Donde no queda material necrético existe una cavidad (Fig.
42), Preferentemente a niveles muy superficiales se han visto,
en estrecha proximidad al trayecto, vasos arteriales de pared
necrética con un aspecto por completo superponible al de la ne-
crosis fibrinoide, y rodeados por elementos adventiciales fibro-

blastoides.

Hay un moderado numero de "corplisculos granulo-adipo-
808", algunos muy grandes y espumosos. Tienden a adherirse a las
paredes de la cavidad o a aparecer libremente en el hueco (Fig.
43). También se adhieren a la parte inferior del tapén necrético
superficial ( si éste existe), o bien obliteran la zona mas in-
ferior del trayecto. Con frecuencia se entremezclan con los ele-
mentos fusocelulares mesenquimales. Los " corpusculos grinulo-fg
rricos"” son objetivables ya el séptimo dfa, con su citoplasma
cargado de granulaciones parduzco-doradas que se tifien de azul
brillante con la técnica de Perls (Fig. 44). Tales elementos
tienden a localizarse preferentemente en la mitad inferior del
trayecto, y con frecuencia constituyen pequefias agrupaciones

a veces situadas en las adventicias de vasos arteriales.



Superficialmente aparecen densos acimulos de elementos
fibroblastoides-meningocfticos que separan el tapdén necrético

(cuando lo hay) del resto del parénquima (Fig. 45).

La pared interna del hueco, en algunas 4reas de nive-
les superficiales, aparece revestida por elementos fusocelulares
aplanados de nicleo denso. El parénquima que bordea al trayecto
en zomas mAs inferiores carece de estructuracién. (Figs. 43 y

46) .

Los vasos neoformados de tipo capilar ya estan canali-
zados, observidndose asi con facilidad entre las células que ocu-
pan el trayecto cuando éste se oblitera. Hay - por otra parte
- un evidente aumento del nimero de células adventiciales en va-

sos adyacentes al hueco.

Las técnicas argénticas e histoquimicas brindan image-

nes bastante superponibles a las descritas en la etapa anterior.

-En la meninge aparece una moderada proliferacién super
ficial de elementos meningocitarios de nilcleos alargados u ovala
dos, que forman cordones sélidos bastante celulares (con a veces
cierta tendencia al arremolinamiento celular), anastomoséndose
unos con otros.A niveles superficiales y medios existe una laxa
trama reticular constituida por c¢élulas fusiformes que revisten

la cara interna del trayecto, mezclados con células macroféigicas.
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Ultraestructuralmente se aprecian imigenes de degenera
cién de neuronas o prolongaciones de neuronas similares a las
descritas a los 5 dfas, con una disposicién periférica de cister
nas en "V" muy tipica. Son muy grandes (hasta tres veces el tama
fio de otras células) y en ocasiones estéin ya rodeadas por macré-

fagos (Fig. 47).

Los macréfagos poseen gran cantidad de gotas de lipi-
dos, a veces muy grandes, y enormes cuerpos residuales e imige-
nes laminares concéntricas de pseudomielina (Fig. 48). Las carac
teristicas de nicleo y citoplasma son andlogas a las citadas en

la fase anterior.

En plena zona de licuefaccidn y necrosis se ven circu-
los de membrana basal que interiormente conservan restos desvita
lizados de endotelio (Fig. 49), lo cual confirma el que la basal
es capaz de mantener su estructura cierto tiempo después de que

se haya destruido la célula que la formé.

Existen vasos neoformados con endotelios muy hipertrd-
ficos y hendiduras luminales, siendo éstas de mayor tamafio que
a los 5 dfas, y discurriendo por ellas hematf{es o plaquetas. Al-
rededor de estos cordones se suele ver una membrana basal algo
irregular,en ocasiones reduplicada, o bien un material floculen-
to y filamentoso parecido a matriz de ldmina basal (Fig. 50).

Hay ocasiones en que capilares adyacentes o cercanos al foco



exhiben endotelios ricos en vesfculas pinocitdésicas (Figs. 51
y 52), y prédcticamente siempre estdn algo separados de su membra
na basal, siendo ésta discretamente irregular. Los pericitos que
se observan presentan un espacio vacio entre su plasmolema y la
membrana basal (tanto la de la vertiente endotelial como la de
la vertiente parenquimatosa). Alguno de ellos emite incluso pe-
quefias prolongaciones pseudopddicas que parecen intentar introdu

cirse en el neuropilo (Fig. 53).

En vasos mds grandes con espacios de Virchow-Robin apa
recen a menudo células perivasculares activadas de citoplasma
oscuro que poseen gotas de lipidos y cuerpos densos. Estos espa-
cios perivasculares, ademds, a veces estdn llenos de prolongacio

nes celulares pseudopddicas.

Hay un gran edema astrocitario, tanto en soma como en
prolongaciones, y las células de esta naturaleza (Fig. 54) lle-
gan a destacar por este motivo muy llamativamente en los cortes
semifinos. Los pies chupadores estdn muy distendidos, colapsando

prdcticamente a capilares delgados (Fig. 55).

El borde del hueco presenta en muchas zonas una deses-
tructuracién absoluta. Hay macréfagos adyacentes al mismo borde,
y gran edema extracelular, en forma de amplios espacios vacios
en el seno del tejido (Fig. 48). De manera parcelar hay un reves

timiento por membrana basal, irregular, discontinuo a veces y
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otras redundante. En el borde se observan frecuentemente peque-
flas invaginaciones de forma caprichosa (Fig. 56). Siempre que
se ve membrana basal estd aplicada sobre células de naturaleza
astrocitaria (Fig. 57). Con frecuencia hay microfibrillas coléd-
genas adyacentes a esa basal (Fig. 58). En pleno hueco se detec-

tan algunos restos celulares necréticos (Figs. 56 y 57).
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15 DIAS DE EVOLUCION:

Las diferencias con respecto a la fase anterior son

relativamente escasas a nivel de microscopia éptica.

En plenoc foco se aprecian vasos de morfologfa normal,

no apreciindose necrosis fibrinoide de las paredes vasculares.

Hay un abundante nimero de corplsculos grénulo-adipo-
sos. A veces son bi o trinucleados, y en ocasiones alcanzan con-
siderable tamafio, rechazando el nidcleo a la periferia (Fig. 59).
Aparecen bordeando el hueco de manera irregular, otras veces
en acimulos aislados en la cavidad, y profundamente rellenando
el trayecto final de la puncién. Alguna vez quedan encerrados
grupos de ellos entre 4reas con proliferacién de elementos fibro
blastoides, adoptando un aspecto epitelioide tales acimulos de
macréfagos (Fig. 60). La técnica de Perls demuestra abundantes
corplisculos grédnulo-férricos con masivos depésitos de hemosideri
na, disponiéndose de manera similar que a los 10 dias, observin-
dose ademds algunos situados entre la proliferacidén celular me-

ningea superficial.

Existen mitosis, en escaso nimero, de elementos celulg
res de probable cardcter macrofdgico, ya que suelen aparecer en-
tre grupos de macréfagos. Otras corresponden a elementos menin-

gocitarios que rodean a vasos arteriales gruesos.
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La pared interna del trayecto esti revestida superfi-
cialmente por elementos meningeos fibroblastoides gque forman cor
dones sélidos. A nivel medio se ven elementos similares estrella
dos que forman una malla laxa, y macréfagos (Figs. 61 y 62). A
niveles profundos la organizacién de la pared es poco evidente.
Con hematoxilina fosfotingstica se observan en ciertas zonas del
borde fibras tefiidas de azul (gliales) en {ntima relacidén con

fibras de color rojo (colagenas).

La proliferacién menfngea es marcada a nivel superfi-
cial, formédndose una lédmina no muy gruesa pero s{ muy celular
(Fig. 63), constitufda por elementos fusocelulares ggrupados en
haces, que tienden a envolver circularmente a vasos sanguineos
y a veces a constitufr remolinos celulares (Fig. 64). Esta pro-
liferacién penetra hasta un nivel relativamente superficial, y
més hacia la profundidad se aprecia bien cémo tienden a ser sus-
tituidos los cordones sélidos por una malla muy laxa de elemen-

tos fibroblastoides estrellados (Fig. 61).

Los vasos cercanos a la meninge exhiben una intensa
proliferacién adventicial de elementos meningocitarios que en

ocasiones llegan a comprimir el propio vaso.

La técnica argéntica de Weil y Davenport (1933) revela

una discreta atenuacidén global de la reaccidén microglial.
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El dato ultraestructural mis importante es la existen-
cia de una membrana basal neta y definida que reviste completa-
mente los bordes del hueco de la herida (Fig. 65). Dicha membra-
na basal se sitia suprayacente a prolongaciones y somas de astro
citos, poseyendo aquéllas un contorno muy irregular, complejamen
te interdigitadas y cargadas de abundantes filamentos. Entre

dichas prolongaciones suele haber axones aislados. Sobre la

membrana basal aparecen con frecuencia microfibrillas colégenas,
aisladas o en pequefios paquetes (Fig. 66). Se han visto algunas
zonas desprovistas de membrana basal, presumiblemente correspon-
dientes a niveles profundos, si bien tal hallazgo ha sido excep-

cional.

En el seno del hueco existen células que poseen ni-
cleos con cromatina en grumos gruesos periféricos, abundantes
polirribosomas, algunas cisternas de reticulo endopldsmico rugo-
so (en general cortas), Golgi desarrollado y ocasionales cuerpos
densos (Fig. 67). Estas células emiten delgadas prolongaciones
a considerable distancia, relaciondndose unas con otras a veces
mediante complejos de unién (Fig. 68), y en ocasiones tienden
a revestir incompletamente finas prolongaciones tubulares de as-
trocitos llenas de filamentos rodeadas por membrana basal (Fig.
69). Entre esa membrana basal y el revestimiento por prolongacio
nes de células de tipo mesenquimal se suelen situar microfibri-
llas coligenas en escasa cantidad. A veces, en el hueco, existen
varias prolongaciones astrocitarias tubulares juntas,formando

un haz; el conjunto suele estar revestido por membrana basal,
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aunque pueden visualizarse discontinuidades o irregularidades

en tal revestimiento (Fig. 70).

Todavi{a se observan algunas figuras de mitosis (Fig.

71).

Los macréfagos son de nucleoplasma y hialoplasma den
sos. Poseen gotas de lipidos, algin cuerpo denso, y numerosos
cuerpos residuales, Se suelen situar cerca del borde, junto
con alguna excepcional célula sangufinea eﬁigrante. En el parén
quima algo alejado se aprecia microglia activada, con cuerpos

densos intracitoplasmicos (Fig. 72).

Se visualizan, en las cercanias del foco, algunas
imigenes de degeneracidén neuronal similares a las descritas
en fases anteriores, as{ como alteraciones de la mielina: fre-
cuentemente engrosada, y a veces fragmentada o separada en dos

o més circulos concéntricos.

Los astrocitos exhiben evidente aumento del numero
de filamentos. Los pies chupadores se ven hipertréficos y con

numerosos filamentos (Fig. 73).

En vasos cercanos a la lesién se aprecia una franca
activacién adventicial (Fig. 74), observindose células perivas

culares con cuerpos densos y otras con lisosomas secundarios
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o imA&genes de pseudomielina. Algunos espacios de Virchow-Robin
se hallan ocupados por numerosas prolongaciones pseudopddicas

celulares.
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20-25 DIAS DE EVOLUCION:

Tras este tiempo de evolucién, prdcticamente no existe
material necrético a nivel del trayecto, ni tampoco se aprecian

vasos sanguineos con signos morfoldgicos de necrosis.

Se siguen viendo macréfagos, en moderado nimero, gran
parte de los cuales presentan granulos de hemosiderina en el ci-

toplasma.

En cortes tangenciales paralelos al trayecto destaca
la presencia de una gran hipercelularidad (Fig. 75), a base de
numerosos elementos de nicleo pequefio, ovalado y denso, juntamen
te con otros de niicleos mds grandes, con cromatina mds clara.
Entre ambos tipos celulares se visualizan varios macréfagos con

morfologia de corplisculo grinulo-adiposo (Fig. 76).

La técnica argéntica aplicada para demostrar células
microgliales permite observar en los margenes de la lesién un
neto predominio de formas hipertréficas, con marcada disminucidn

de formas ameboides.

Ultraestructuralmente, los macréfagos que se observan
poseen por lo general un citoplasma cargado de grandes cantida-
des de un material muy electrodenso y a veces granular. El hialo
plasma es denso, con cisternas largas y aisladas de reticulo en-

dopldsmico rugoso. Los hay tanto en el hueco de la herida como



en el seno del parénquima. En el neuropilo algo alejado del foco
existen tipicas células microgliales con cuerpos densos, as{ co-

mo algin ocasional mononuclear emigrante.

Las células perivasculares adventiciales son de contor
no irregular, poseyendo cuerpos densos lisosdmicos y en ocasio-
nes imidgenes de pseudomielina y gotas lipidicas (Fig. 77). Los
espacios de Virchow-Robin aparecen ademds ocupados por numerosas
secciones de pseuddpodos, mientras que otros estdn llenos de cé-
lulas de hébito meningocitario ricas en reticulo rugoso. Los pe-
ricitos de zonas alejadas poseen tipica morfologia de reposo,
si bien en dreas adyacentes al foco se ha visualizado alguno dis

cretamente despegado de su membrana basal externa.

Los vasos que se hallan en el hueco de la herida estéan
rodeados por una membrana basal a menudo redundante o multiplica
da, y relacionada casi constantemente con microfibrillas colédge-
nas. Estdn parcial o totalmente rodeados por finas prolongacio-
nes filiformes de elementos meningocitarios que forman una laxa
malla y se unen unas con otras a veces mediante complejos de

unién (Fig. 78).

Los astrocitos que se hallan en el neuropilo presentan
ocasionalmente algin cuerpo denso y cantidad variable de filamen
tos intracitopldsmicos, a veces muchos, de manera que éstos se
disponen en gruesos haces, y los escasos organoides ( mitocon-

drias, algo de retfculo rugoso o polirribosomas) lo hacen entre
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las masas de filamentos o en zonas periféricas del citoplasma
(Fig. 79). A menudo se aprecian surcando el neuropilo prolonga-
ciones astrocitarias gruesas casi sin organelas, sélo poseyendo
filamentos. Se ha visualizado un astrocito en mitosis. Algunos
pies chupadores estidn dilatados, sin prdcticamente aumento del

nimero de filamentos, en zonas algo alejadas del foco.

Los astrocitos que forman la barrera glial limitante
poseen gran cantidad de filamentos y escasos organoides. El re-
vestimiento por membrana basal es continuo e ininterrumpido, re-
laciondndose dicha basal con microfibrillas coldgenas. Existen
invaginaciones poco profundas hacia el neuropilo, siempre reves-
tidas por membrana basal y conteniendo microfibrillas colagenas.
Se detectan algunos complejos de unidén interastrocitarios cerca
de la cavidad (Fig. 80). En el hueco puede aparecer algin haceci
l1lo de fibras gliales, revestido por membrana basal, y parcial-

mente cubierto por prolongaciones de células leptomeningeas.

La meninge, ademds de la malla laxa ya descrita, pre-
senta aclimulos celulares sélidos, con interdigitaciones de esca-
sa complejidad, poseyendo las células bastante reticulo rugoso,
Golgi evidente, mitocondrias, complejos de unidén y nunca membra-
na basal. Entre las células no es raro ver pequefios huecos lle-
nos de microfibrillas coldgenas, no revestidos por membrana ba-

sal (Fig. 81).



30-45 DIAS DE EVOLUCION:

En estas etapas hay ya una absoluta ausencia de mate-
rial necrdético, aprecidndose en los cortes longitudinales una

neta y delimitada cavidad (Fig. 82).

Contindan observidndose macréfagos, la mayor parte de
los cuales son corpisculos granulo-férricos que se sitdan tanto
en meninge como a lo largo de las paredes de trayecto, constitu-

yendo con frecuencia acimulos de varios elementos.

En las regiones profundas se visualizan inequivocamen-
te con la hematoxilina fosfotingstica toscas fibras gliales tefii
das de azul mezcladas con fibras coldgenas, tefiidas de rojo. Con
el oro sublimado se confirma la existencia de una importante
gliosis en los mirgenes del trayecto, apareciendo un numero
aumentado de astrocitos a ese nivel, con prolongaciones engrosa-

das e irregulares (Fig. 83).

La técnica argéntica para la demostracidn de microglia
revela la presencia de formas hipertréficas y de elementos de

morfologfia mAs ramificada que en etapas previas.

Ultraestructuralmente, los astrocitos de las regiones
cercanas al foco presentan marcado aumento de la cantidad de fi-

lamentos intracitopldsmicos, escaso nimero de cuerpos densos,



y algin acumulo de lipofucsina en localizacidn perinuclear o
somdtica. Los filamentos se disponen en haces que dejan espacios
desprovistos de ellos, y es en tales zonas donde tienden a si-
tuarse las organelas astrocitarias, entre las que cabe citar
algunas cortas cisternas de reticulo endopldsmico rugoso y esca-
sos polirribosomas o mitocondrias. La cantidad de filamentos
intracitopldsmicos es muy variable, dotando a las células de una
electrodensidad diferente unas de otras, cuando se observan a

bajos aumentos.

La barrera glial limitante esti constituida por nume-
rosas prolongaciones astrocitarias con complejas interdigitacio-
nes y a veces un discreto ensanchamiento del espacio extracelu-
lar, asi como complejos de unién (Fig. 84). La orientacidn de
los numerosos filamentos que poseen estas prolongaciones es pre-
dominantemente uniforme en cada una de ellas, entrecruzindose
s6lo raras veces en el seno de una misma prolongacién. E1l gro-
sor de esta barrera glial limitante es variable segin las zonas,
siendo en ocasiones bastante delgada (Fig. 85). El borde que mi-
ra al hueco posee un contorno irregular, y esti completamente
revestido por membrana basal. Pueden observarse pequefilas invagi-
naciones (que a veces contienen reduplicaciones de membrana ba-
sal), y otras més profundas que alojan en ocasiones vasos sangu{
neos. En el seno de la barrera glial no es raro ver atrapadas
algunas células, que por lo general son macréfagos de gran tama-

floo y con enorme cantidad de cuerpos densos, u otras veces alguna



célula sanguinea emigrante de tipo mononuclear. A veces hay

también a ese nivel restos de mielina degenerada.

En plena cavidad de la herida existen, junto a algunos
macr6fagos ( con gran cantidad de cuerpos densos, gotas lipfdi-
cas y material particulado electrodenso granular), cordones séli
dos constituidos por cuatro o cinco prolongaciones astrocitarias
ricas en filamentos, revestido el conjunto de ellas por membrana
basal ( Fig. 86). Se puede ver incluso algin ocasional soma as-
trocitario formando parte de esos cordones. Hay microfibrillas
coldgenas en relacidén con la membrana basal y también aisladas
en el hueco. Ademds, tales cordones gliales tienden a estar re-
vestidos incompletamente por elementos meningocitarios aplanados
o por sus prolongaciones. En ocasiones se establecen curiosas
asociaciones de vecindad entre un vaso capilar, un corddén glial
(ambos revestidos por su respectiva membrana basal), y elementos
meningeos que envuelven parcialmente a uno, otro, o ambos (Fig.

87).

Los meningocitos del hueco se presentan bien aislada-
mente, bien formando cordones y acimulos s6lidos (siempre de mu-
cho mayor calibre que los cordones gliales) con interdigitacio-

nes y complejos de unidén intercelulares.

En los vasos sanguineos cercanos a la meninge se obser
van a veces los espacios de Virchow-Robin ocupados por una proli

feracién de elementos meningocitarios y algunos macréfagos.
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También se ven prolongaciones pseudopddicas de células adventi-
ciales y ocasionales prolongaciénea celulares de aspecto degene-

rativo.

Ya en el parénquima algo alejado, los vasos sanguineos
poseen con frecuencia células perivasculares con numerosos cuer-
pos densos, a veces similares a lipofucsina. Los pies chupadores
estidn ensanchados, presentando acimulos de filamentos en canti-

dad variable (Fig. 88).

En el neuropilo hay imagenes de degeneracidén tanto axo
nal como mielf{nica (grandes acumulos redondeados de mielina, en-
grosamientos focales o fragmentaciones concéntricas de la misma)
. También se ha observado en una ocasidn una mielinizacidén anor-
mal: una célula oligodendroglial totalmente envuelta por mieli-

na.

Es de destacar el hecho de que a los 45 dfias de evolu-
cién se encuentran sin dificultad células plasmiticas, en ocasio
nes poseyendo un retficulo rugoso algo dilatado. Se han visto tan
to en la cavidad (Fig. 89), como en espacios de Virchow-Robin,

y ocasionalmente en el seno del parénquima nervioso.



2-3 MESES DE EVOLUCION:

En esta fase todavia existen macréfagos, siendo muy
escasos los corpisculos grdnulo-adiposos, y existiendo sin embar
go un moderado nimero de corpusculos grénulo-férricos, los cua-
les se sitdan tanto en meninge como empotrados en el limite fi-
brilar del paréquima que rodea al hueco, asi como en apretados

acfimulos en profundidad.

Con la hematoxilina fosfotingstica y el oroc sublimado
se comprueba la existencia de una importante gliosis peritrayec-
to. En algunos casos, con la hematoxilina fosfotingstica, se vi-
sualizan algunas delicadas fibrillas tefiidas de azul entre la

laxa malla de elementos meningocitarios.

A niveles profundos, en el seno del parénquima cercano
a la cavidad de la herida, se han visto focos de calcificacién

distréfica.

Ultraestructuralmente, destaca una neta barrera glial
limitante con el hueco de la herida, consituida por prolongacio-
nes astrocitarias de calibres variables muy ricas en filamentos
Y con notable escasez de organoides (algin cuerpo denso, algunas
mitocondrias, polirribosomas,..., con frecuencia agrupdndose en
pequefias regiones situadas entre los haces de filamentos) (Fig.

90). Hay complejas interdigitaciones entre las prolongaciones
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astrocitarias que constituyen la glia limitans neoformada, sien-
do a veces de morfologfa realmente caprichosa (Fig. 91), y obser
vdndose no raramente pequefios espacios intercelulares entre las
complicadas prolongaciones astrocitarias que se entrelazan.Oca-

sionalmente, se aprecian complejos de unidén interastrociticos.

El limite entre la glia limitans neoformada y la cavi-
dad de la herida es tremendamente irregular, apareciendo en ple-
no hueco secciones longitudinales, oblicuas o transversales, de
cordones gliales macizos llenos de filamentos, revestido el con-
junto por una membrana basal (Fig. 92). Estdn constituidos por
prolongaciones astrocitarias que se interdigitan quizds algo me-
nos complejamente que las descritas en el parrafo anterior, exis
tiendo ademds pequefias hendiduras extracelulares entre unas pro-
longaciones astrocitarias y otras, as{ como mecanismos de unién.
A veces esos cordones contienen en su seno vasos, macréfagos

(Fig. 93) o incluso somas astrocitarios.

El parénquima algo alejado del foco posee morfologia
enteramente normal, salvo algin astrocito o prolongacién astroci
taria hipertréfica con nimero aumentado de filamentos intracito-
pldsmicos. Pueden verse células microgliales en reposo, y algu-
nas con carga lisosémica aumentada. LlLos vasos todavia presentan

algunas células perivasculares con cuerpos densos.

La meninge muestra una organizacidén y desarrollo anélo

gos a los de la etapa anterior. Pueden verse cordones sélidos
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constitufidos por células de citoplasma denso, que contienen algo
de retfculo rugoso o ribosomas libres, moderada cantidad de mito
condrias y algin cuerpo denso. Entre las células quedan frecuen-
tes cavidades a modo de " bolsillos ", que contienen microfibri-
llas colégenas. En otros campos predomina la organizacién menin-
gea en forma de células con largas y finas prolongaciones que
se solapan unas con otras a considerable distancia del soma ce-

lular, formando una laxa malla meningea reticular.

En la cavidad se detecta una cantidad variable de mi-
crofibrillas coldgenas (Fig. 94), asi como algunos hacecillos

de fibras oxitalanas (Fig. 95).

Es remarcable el hecho de que con cierta facilidad se
observan células plasmiticas en el hueco, a veces extraordinaria
mente activas (Fig. 96), con gran dilatacién del retfculo endo-
plasmico rugoso, exhibiendo incluso algunas un contorno abollona
do. Pueden relacionarse tanto con elementos meningeos como con
cordones gliales, y también se han visto inmersas en el parénqui

ma, a nivel de la gliosis marginal.
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4-5-6 MESES DE EVOLUCION:

En estas etapas ya no se aprecian corplsculos granulo-
adiposos, pero sigue existiendo un moderado nimero de corpuiscu-
108 granulo-férricos situados a todos los niveles, especialmente

en regiones profundas.

En algunos casos pueden observarse delicados septos
filiformes de apariencia fibrilar o fibro-vacular surcando el
hueco de 1la herida, detectdndose en los mismos alguna fibra
glial con hematoxilina fosfotingstica. Con el oro sublimado se
pone de manifiesto una marcada gliosis alrededor del trayecto,
con notable engrosamiento de las prolongaciones astrocitarias

que se dirigen radialmente hacia el foco (Figs. 97 y 98).

Ultraestructuralmente, la glia limitans astrocitaria
neoformada es de morfologfia superponible a la de las fases pre-

vias.

Los macréfagos contindan presentando gran cantidad de

cuerpos densos de apariencia toscamente granular,

Las células meningeas se organizan como ya hemos cita-
do en fases anteriores. Algunas de ellas poseen cuerpos densos

pequefios de aspecto finamente granular.
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En la cavidad de la herida se visualizan con relativa
frecuencia células plasmdticas provistas de un llamativo retfcu-
lo endoplasmico rugoso muy dilatado y contorno externo a menudo

irregular, con a veces prolongaciones bulbosas periféricas.
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ETAPAS TARDIAS ( 7-12 MESES DE EVOLUCION):

A nivel de microscopia 6ptica no se detectan diferen-
cias significativas con las fases inmediatamente previas.Unica-
mente es de destacar el hecho de que permanecen macréfagos carga
dos de hierro en toaas las etapas estudiadas: siempre un nimero
escaso o moderado de ellos, que se disponen bien aisladamente
o tendiendo a formar pequefios grupos, tanto en el seno de la pro
liferacién meningea superficial como a niveles medios o profun-
dos, inclusive en 4reas donde el trayecto carece de luz. Estos
macr6fagos con grénulos de hemosiderina son los dUnicos que se
visualizan, no observindose ninguno cargado exclusivamente con

material lipoideo.

El estudio ultraestructural no aporta hallazgos espe-
cialmente llamativos. Hemos de citar la presencia de axones mie-
linizados en el interior de cordones gliales envueltos por
membrana basal (Fig. 99) de morfologfia analoga a la descrita en
etapas previas. Tales cordones pueden presentar surcos o invagi-
naciones ocupadas por microfibrillas coligenas, las cuales siem-
pre se hallan separadas por basal de la superficie de la fibra

glial (Fig. 100).

En. escaso nimero, pero presentes en todas las fases
y en cada uno de los casos estudiados, existen células plasmiti-

cas situadas preferentemente a nivel del hueco de la herida.



Alguna de ellas presenta un retficulo rugoso enormemente dilatado

y lleno de un material electrodenso (Fig. 101).

Siguen apareciendo macréfagos hasta las etapas méas tar
dfas, con masivos acimulos de material electrodenso granular
(Fig. 102). Estdn tanto en el hueco como inmersos en la trama

fibrilar astrocitaria de la glia limitans neoformada.

La organizacién de la meninge neoformada no sufre va-

riaciones (Figs. 103 y 104).

Por Gltimo, en la etapa mis avanzada (12 meses), son
fdcilmente detectables aumentos de la cantidad de lipofucsina

intraneuronal, e incluso intraastrocitaria.



DISCUSTION




NACROFAGOS:

Nuestro estudio demuestra claramente la presencia de
macr6fagos ya en etapas muy precoces, que - segin hemos visto
- forman una banda muy celular alrededor del material necrético

central tras 5 dfas de evolucién de la herida.

Con las técnicas argénticas se confirma la existencia
de una reaccidén microglial, comprobandose la traslacién y evolu-
cién de los elementos microgliales, tal y como describié Rio-Hor
tega (1932). Con las técnicas histoquimicas observamos cémo la
prdctica totalidad de los macré6fagos que constituyen ese anillo
tan celular poseen granulaciones fosfatasa 4cida-positivas,
mientras que granulaciones peroxidasa-positivas sélo las mues-
tran una pequefia cantidad de macréfagos. La peroxidasa se ha de-

tectado en los monocitos de varios animales (Dannenberg y cols.,

1963; Van Furth y cols., 1970; Nichols y cols., 1971, Daems y
Brederoo, 1973; Caxton-Martins y Daimon, 1976), y en el caso par
ticular de la rata ha sido confirmado por Daems y cols. (1975,

1976) y por Bentfeld y cols. (1977). Sin embargo este enzima es-
td ausente en los macréfagos endégenos cerebrales y en sus pre-
cursores, que por el contrario presentan granulaciones fosfatasa
d4cida~-positivas (Hildebrand y Skoglund, 1971; Ling, 1977; Boya
y cols., 1979). En este 5? dia después de la operacidén existen
en la pared de la herida una pequefia cantidad de macréfagos con
granulaciones peroxidasa-positivas, que corresponderfan a elemen

tos sanguineos extravasados, pero la mayor parte de los macréfa-
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gos allf existentes no presentan este tipo de granulacién, por

lo que no se les puede considerar de naturaleza hematégena.

Podemos admitir, por tanto, un doble origen para los
macréfagos que aparecen en las heridas cerebrales:unos fosfatasa
fcida-positivos y peroxidasa-negativos (macréfagos endSgenos de
origen microglial) y otros fosfatasa acida-positivos y peroxida-
sa-positivos (exdgenos, de origen hematégéno), siendo los macré-
fagos endégenos considerablemente mds abundantes que los hematd-

genos.

No obstante, Blinzinger y cols. (1978) mantienen que
los monocitos emigrados pierden con facilidad los grédnulos pero-
xidasa-positivos al presentar aumentada su actividad fagocitica.
Caso de admitir este hecho, podrfamos pensar que parte de los
macréfagos fosfatasa-fcida positivos y peroxidasa-negativos de
nuestro estudio, pueden ser en realidad monocitos que han perdi-
do su actividad peroxiddsica. Pero entonces deberfan encontrarse
elementos peroxidasa-positivos en 2onas alejadasdel foco, donde
todavia no hayan tenido ocasién de fagocitar y de perder su acti
vidad peroxidésica, y no exclusivamente en las &reas muy préxi-

mas a la lesién, como de hecho ocurre.

Un gran niGmero de autores, que ya fueron citados en
la Introduccién, coinciden con nosotros en admitir que la micro-
glia puede originar macréfagos cerebrales, dejando también abier

ta la posibilidad de que monocitos sangufneos puedan emigrar del



torrente circulatorio y dirigirse hacia el foco, transformdndose

en macréfagos.

Uno de los pilares fundamentales en los que se basan
las escuelas japonesa y alemana para concluir que todos los ma-
cr6fagos cerebrales son de origen monocitario y negar la existen
cia de macréfagos enddgenos, es el empleo de técnicas autoradio-
graficas con timidina tritiada. A este respecto, Adrian y Schel=-
per (1981) demuestran claramente (efectuando €l mismo experimen-
to utilizando dos marcadores distintos, timidina tritiada y uri-
dina-Ilzs) que muchas de las células que aparecen marcadas en
el tejido nervioso dafiado cuando se inyecta timidina tritiada
antes de la lesidén se han marcado por reutilizacién de un precur
sor marcado de DNA que estaria disponible sistémicamente durante
periodos de tiempo mucho mayores que los que hasta ahora se con-
sideraban. Por tanto, parece necesaria una cuidadosa reinterpre-
tacidén de aquellas conclusiones a las que se ha llegado en estu-

dios con timidina tritiada como marcador.

Con respecto a la nomenclatura utilizada por la escue-
la alemana (Oehmichen, 1978) para designar a macré6fagos y micro-
glia, hemos de decir que no nos parece en absoluto clarificadora
. Este autor, que niega que la microglia sea capaz de fagocitar,
denomina a tal tipo celular "microglia en reposo” ("resting mi-
croglia"), mientras que a los macr$fagos cerebrales (que para
él son de origen exclusivamente monocitario) los llama "micro-

glia progresiva" ("progressive microglia"). No acabamos de enten
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der por qué llama de igual modo ("microglia") a dos tipos celula
res para él1 tan distintos e ‘independientes, variando Gnicamente

el adjetivo calificativo (" resting"” o " progressive").

Cronolégicamente, en cuanto al tiempo en que tardan
en aparecer los macréfagos en el borde de la herida, llegamos
a conclusiones andlogas a las de otros autores. Asi para Hunting
ton y Terry ( 1966 ) se aprecian ya a los dos dfas de la lesién,
y para Al-Ali y Robinson (1982 a) a los cinco dias hay, en las
dreas de infiltracién fagocitica, una alta positividad para las

reacciones de fosfatasa Aacida.

El destino de estos macrdfagos plantea interesantes
vias de discusidén. En nuestros resultados hablamos de dos tipos
de macréfagos, " corpisculos grénulo-adiposos" (con citoplasma
cargado de material lipoideo) y " corpisculos grénulo-férricos"
(conteniendo pigmento férrico en forma de gruesos grdanulos de
hemosiderina). E1 empleo de esta diferente denominacidén obedece
sobre todo al deseo de respetar una nomenclatura clasica, ya que
admitimos - como es légico - que se trata de un mismo tipo celu-
lar que, segin el tipo de material fagocitado, adoptard una u

otra morfologfa.

Pero el comportamiento ulterior de tales macréfagos
difiere claramente: mientras que los corptisculos grénulo-adipo-
sos van poco a poco disminuyendo en nimero hasta desaparecer por

completo (virtualmente ausentes a partir de los 2 meses ), los



corpisculos grdnulo-férricos siempre permanecen en nimero modera
do entre la proliferacién meningea o empotrados en las paredes

de la herida, inclusive en las etapas mas tardias estudiadas.

Hay diversas opiniones con respecto al destino de los
macréfagos en las lesiones del tejido nervioso: bien entrarian
en la circulacidén sanguinea o cederian el material fagocitado
a la misma (Colmant, 1968; Kreutzberg, 1968; McKeever y Balenti-
ne, 1978), bien se lisarian (Fujita y Kitamura, 1976), o bien
se convertirian de nuevo en células microgliales (Imamoto y Le-
blond, 1977; Ling, 1981). La Gltima hipdtesis estd sustentada
en el hecho de encontrar células microgliales marcadas en la le-
sién varios dias después de que el foco estuviera rodeado por
macréfagos previamente marcados, cuando ya éstos hubieran desapa
recido. Creemos que tal evento podria explicarse por la capta-
cién por parte de células microgliales de pequeiias cantidades
de marcador que hubieran escapado al espacio extracelular tras
la lisis de un macréfago. Ademds, caso de admitir que los macré-
fagos reviertan a microglia, deberfia observarse con técnicas ar-
génticas un claro aumento del nuimero de células microgliales en
reposo alrededor de la lesién cuando ya haya tenido lugar la ci-
catrizacidén completa, cosa que no hemos podido evidenciar. Las
otras dos hipdétesis mencionadas las consideramos mds factibles.
En tal caso, un determinado macréfago cargado de material lipoi-
deo podrfa con facilidad entregarlo al torrente sanguineo, o

ser tal material reabsorbido en casos de lisis celular. Cuando



un macré6fago - por el contrario - esté totalmente repleto de una
sustancia del tipo de la hemosiderina, consideramos que la entre
ga de la misma hacia la sangre debe ser mds dificultosa, y ade-
mds en casos de lisis celular otros macréfagos la fagocitarian
de nuevo. Aparte de estas consideraciones, creemos que una célu-
la tan masivamente cargada de hemosiderina como las que hemos
visualizado (mdxime cuando en muchas ocasiones aparecen atrapa-
das en una densa trama de prolongaciones astrocitarias llenas
de filamentos), debe de presentar una acusada disminucidn de
su motilidad y capacidad migratoria, lo cual podria dificultar
su acercamiento al vaso y su hipotética entrada o entrega del
material al torrente sanguineo. Caso de ser ciertas estas consi-
deraciones, se explicarfa el por qué de la permanente presencia

de macréfagos cargados de hierro en la zona de la cicatriz.

Con respecto a la posibilidad de que otros tipos celu-
lares puedan ejercer funciones fagociticas, creemos que la peque
fia cantidad de cuerpos densos que presentan algunos astrocitos
no es fequisito suficiente para admitir que posean capacidad fa-
gocitaria. Llegamos en este sentido a la misma conclusién que
Al-Ali y Robinson (1982 b), quienes detectan un aumento del ni-
mero de cuerpos densos intracitopldasmicos en los astrocitos (mag
tenido entre los 5 y 30 dfas post-lesién y decreciendo ulterior-
mente), pero la escasa actividad de fosfatasa 4cida que presen-
tan estas células les hace admitir que juegan un minimo o nulo

papel en los procesos de fagocitosis.
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Tampoco hemos detectado cambios en los oligodendroci-
tos que puedan hacer pensar en una supuesta capacidad fagocita-

ria.

Al-Ali y Robinson (1982 a) admiten que las células del
tejido conectivo pial pueden fagocitar. Nosotros, en efecto, he-
mos encontrado algin cuerpo denso en el citoplasma de las célu-
las leptomeningeas, y en ocasiones, en etapas tardias, algun pe-
quefio acimulo de material electrodenso granular similar al que
se halla en grandes cantidades en el interior de los macréfagos.
Podriamos entonces admitir cierta escasa capacidad fagocitaria
de las células leptomeningeas. En este sentido, no conviene ol=-
vidar que se ha demostrado (Merchant y Low, 1979) que cerca del
10% de los macréfagos subaracnoideos que aparecen en casos de
severos cambios experimentales inducidos en la leptomeninge, pa-
recen provenir de la transformacidn macrofdgica de células pia-

les reactivas, siendo el resto de naturaleza hematdgena.

En cuanto a que las células perivasculares adventicia-
les y los pericitos posean capacidad de convertirse en macréfa-
gos, nosotros respondemos afirmativamente, dada la gran carga
lisosémica que hemos detectado en muchas células adventiciales,
asi como el contorno algo irregular y el despegamiento pericita-
rio de la membrana basal que los envuelve. No comprendemos la
postura de autores como Kitamura (1980), quien considera como

monocitos emigrando esas imdgenes del pericito con su superficie



despegada de la basal, pero todavia encerrado en la cavidad que
forman las dos membranas. Si se tratara de monocitos circulantes
escapando del vaso, ;cémo interpretar la existencia de las dos

membranas basales?.

En otro orden de cosas, citemos que la formacién de
células gigantes multinucleadas, que nosotros hemos detectado
con suma facilidad al 52 dia de evolucidén de la lesidén, y de ma-
nera ocasional y errdtica en etapas ulteriores, la consideramos
como proviniente de la fusidén de varios fagocitos para consti-
tuir células gigantes de cuerpo extrafio. En la literatura sélo
hemos encontrado una referencia al respecto, en el trabajo de
Al-Ali y Robinson (1982 a), autores que las consideran consecuen

cia de una demora en la eliminacién de la fibrina.
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VASOS _SANGUINEOS:

En nuestro estudio hemos comprobado ultraestructural-
mente que en etapas precoces aparecen en el seno del material
necrético vasos de tipo capilar con endotelios prédcticamente des
trufidos, pero que conservan morfolégicamente casi intacta la
membrana basal. Parece ser, pues, que tal membrana es la estruc-
tura mas resistente del vaso, y que es capaz de permanecer cier-
to tiempo sin depender de los elementos celulares que la elabora
ron. Tal hallazgo ya fue descrito por Schultz y Pease (1959),

y corroborado mids tarde por Blinzinger y cols. (1969).

Con respecto a la cronologia del comienzo de los fené-
menos de regeneracidén vascular, detectamos un activo crecimiento
de capilares en los bordes de la lesidén a los 5 dias de evolu-
cién, en forma de yemas o brotes vasculares de apariencia maciza
con microscopia éﬁtica. En este sentido, hay una importante dis-
cordancia en los datos aportados por los diferentes autores. As{
, Huntington y Terry (1966) encuentran proliferacidén capilar a
los 12-13 dfas tras la lesidén; Yanagihara y cols. (1967), a las
48 horas; Cavanagh (1970) y Cancilla y cols. (1979), a los 3
dfas; Du Bois y cols. (1985), a partir del 52 dfa con pico al
79-102 dfa. Tales diferencias creemos que podrian ser debidas
al diferente disefio experimental empleado: herida cerebral (Hun-
tington y Terry, 1966; Cavanagh, 1970), implantacidn intracere-
bral de cuerpo extrafio (Yanagihara y cols., 1967), lesién por

frio (Cancilla y cols., 1979), o dafio isquémico (Du Bois y cols.



- 79 -

, 1985). Ademas, Cancilla y De Bault (1980) repiten su experimen
to utilizando timidina tritiada como marcador, detectando la in-
corporacién de la misma a células endoteliales de vasos sangui-

neos del borde de la lesién, 3 dfas después de ésta.

Ultraestructuralmente, no hemos podido encontrar yemas
vasculares macizas, s8sin 1luz central, pudiéndose interpretar
siempre las imagenes obtenidas de tales supuestas estructuras
como cortes tangenciales. Si hemos visto una notable hipertrofia
endotelial, sobre todo al 72-10? dia, existiendo siempre una hen
didura luminal central de calibre variable. Las células endote-
liales en estas etapas precoces poseen un retficulo rugoso dilata
do y polirribosomas en cantidad apreciable, lo cual lo interpre-
tamos como signos de actividad. La membrana basal la hemos obser
vado a menudo reduplicada y con irregularidades. A los 15 dias
de evolucién todos estos cambios son ya poco patentes. Los datos
ultraestructurales citados coinciden plenamente con los aporta-

dos por Cancilla y cols. (1979).

Un fenémeno interesante que hemos encontrado a los 7-
10 dias después de la herida es la presencia de numerosas vesi-
culas pinocitésicas en el endotelio de algunos capilares situa-
dos en el borde de la lesidn. Es sabido que los capilares cere-
brales poseen una serie de especializaciones responsables de
la constitucién de la barrera hémato-encefdlica: uniones estre-
chas interendoteliales, y ausencia de vesfculas pinocitésicas

y de fenestraciones (Cancilla y cols., 1979). Por la lesién,



puede haber apertura de uniones estrechas, incremento de la pino
citosis, y formacidén de canales entre las superficies luminal
y abluminal del endotelio, e incluso de fenestraciones (Cancilla
y cols., 1979). Por este motivo, creemos que el hallazgo de ta-
les vesiculas de pinocitosis en cantidad aumentada puede deberse
a cierto grado de dafio endotelial, lo que probablemente jugaria
un papel importante en la formacidn o resolucidén del edema, tal
y como concluye Castejoén (1984) tras estudiar electromicroscépi-
camente los endotelios vasculares en casos de diversas patolo-

gias cerebrales acompafiadas de edema.

No obstante, también podria pensarse que las vesiculas
pinocitdésicas que hemos encontrado en capilares regenerados se
deben ( en concomitancia o no con un dafio vascular) a una inma-
durez de la célula endotelial, con pérdida de las caracteristi-
cas morfolégicas de la barrera hémato-encefdlica adulta y

comportamiento como barrera hémato-encefdlica fetal, que como

se sabe es inmadura y deficiente (Saunders, 1978).

En otro orden de cosas, parece ser que los macréfagos
- que nosotros hemos visualizado con gran frecuencia en la inme-
diata vecindad de los vasos sanguineos - jugarian un papel esen-
cial en la regeneracién vascular cerebral, ya que se ha comproba
do (Beck y cols., 1983) que la deplecién de macréfagos mediante
irradiacién disminuye significativamente (en comparacién con los
animales no irradiados) el indice de marcaje con timidina tritia

da de las células endoteliales reactivas, retarddndose asimismo



1a neoformacién vascular a nivel del borde de la lesién. Tales
diferencias de marcaje no ocurren en las lesiones cutineas expe-
rimentales, por lo que los autores sugieren que los macréfagos
sirven de estimulo para la regeneracién del endotelio de los va-
808 cerebrales tras dafio local por congelacidén, mientras que el
endotelio de los capilares cutdneos no reaccionaria al influjo
macrofdgico. Sin embargo, en experimentos " in vitro " estos in-
vestigadores no han sido capaces de demostrar que macréfagos
activados induzcan la proliferacién de células endoteliales en

cultivo de tejidos, aunque si la migracién de las mismas.
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ASTROCITOS:

En nuestro estudio hemos comprobado que el asiento ul-
traestructural fundamental del edema radica en los astrocitos,
y sélamente se aprecia edema extracelular en las Areas de mayor
desestructuracidédn muy préximas al magma necrdtico del centro de
la herida. El1 que los astrocitos juegan un papel importante en
el edema cerebral estd sustentado por numerosos investigadores
(Gonatas y cols., 1963; Schroder y Wechsler, 1965; David y cols.
, 1967; Ikuta y cols., 1983). Ademds, se ha visto (Trachtenberg,
1983) que en lesiones contusas corticales los astrocitos son ca-
paces de captar peroxidasa de rabano, lo cual podria representar
un mecanismo de aclaramiento del espacio extracelular de protei-

nas séricas extravasadas.

Con respecto a la proliferacidn celular astrocitaria,
hemos hallado figuras mitdticas, localizadas ultraestructuralmen
te en este tipo celular, en zonas situadas por fuera de la banda
de macréfagos, a partir del 5% dfa de evolucién de la lesién.
Latov y cols. (1979) demuestran la actividad mitética de los as-
trocitos c¢ombinando la técnica de inmunoperoxidasa para la pro-
tefna glial fibrilar &cida (GFAP) con marcaje de timidina tritia
da y autorradiograffa, detectando marcaje autorradiogrdfico en
astrocitos inmunoreactivos del 4rea lesional. Cavanagh (1970)
encuentra un pico mdximo de actividad mitética astrocitaria a
los 3 dfas de la lesién, lo cual coincide bastante con los resul
tados de Fog y Pakkenberg (1983), quienes sitian tal pico a los

2 dfas, y con Ikuta y cols. (1983) que lo establecen a los 3
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dfas. Sin embargo, esta cronologfia estd en franca discordancia
con los hallazgos de Huntington y Terry (1966), quienes detectan
la proliferacidén astrocitaria activa a los 12-13 dfas tras la

herida.

Con las técnicas de la hematoxilina fosfotingstica y
especialmente con el oro sublimado, demostramos una apreciable
gliosis ya a los 30 dfas de evolucidn de la lesién, con una gran
hipercelularidad e hipertrofia de las prolongaciones astroglia-
les que se dirigen radialmente hacia el foco. Ultraestructural-
mente hemos detectado un aumento de la cantidad de filamentos
intracitopldsmicos en los astrocitos, que llega a ser patente
ya a los 15 dfas, hecho mds marcado en las prolongaciones celula
res que van a constituir la glia limitans neoformada, o bien en
los somas astrocitariog muy préximos a la misma. Con el tiempo,

.
la cantidad de filamentos llega a ser masiva, y no hemos podido
verificar disminucién en su nudmero o densidad, ni siquiera en
las fases mids tardias estudiadas. A este respecto, Dahl y Bigna-
mi (1983) mencionan que la transformacién de astrocitos proto-
plasmicos en astrocitos fibrosos con positividad inmunohistoqui-
mica para la GFAP, persiste por perfodos indefinidos de tiempo.
Sin embargo, Al-Ali y Robinson (1982 b) hacen notar que a partir
de los 2 meses disminuye algo la cantidad de filamentos intra-

citopldsmicos astrocitarios.

Un dato fundamental es la cronologia de la aparicién

de la membrana basal que limita la cavidad de la herida, lo



cual consideramos que marca el comienzo de una cicatrizacién efi
caz con neta y plena separacién de los elementos mesodérmicos
y neuroectodérmicos. Nuestros resultados indican que a los 10
dfas de evolucidén de la lesién ya existen Aareas revestidas por
basal, tornadndose este revestimiento préacticamente completo a
los 15 dfas., Esta basal siempre descansa sobre células o prolon-
gaciones de células de inequivoca naturaleza astrocitaria. A es-
te respecto, las escasas publicaciones existentes aportan conclu
siones similares. Asi, Feringa y cols. (1984), estudiando la for
macioén de membrana basal entre tejido nervioso y tejido cicatri-
cial, observan que a los 15 dias después de la seccién de la mé-
dula espinal hay membrana basal en muchas 4reas, siempre inme-
diatamente adyacente a la superficie de una célula glial de tipo
astrocitario y en general con coldgeno en su vecindad. Bernstein
y cols. (1985), empleando un disefio experimental andlogo, detec-
ta la basal mas tempranamente: a los 4-5 dias ven una lamina con
agregados de particulas de electrodensidad variable inmersas en
una matriz densa, y a los 6-10 dias ya observan una membrana ba-

sal de morfologfa enteramente normal.

Parece ser que el coldgeno podria ser un desencadenan-
te para la formacién de membrana basal por las células astrocita
rias (Berry y cols., 1983; Feringa y cols., 1984; Maxwell y cols
., 1984). Nosotros hemos detectado con bastante frecuencia micro
fibrillas coldgenas en estrecha vecindad con la membrana basal

neoformada.
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La nueva glia limitans consitufda, segin nuestros re-
sultados, posee tres caracteristicas ultraestructurales fundamen
tales: a) grosor aumentado, con prolongaciones astrocitarias an-
chas y gruesas, enormemente ricas en filamentos; b) gran comple-
jidad de las interdigitaciones de tales prolongaciones; y c) lla
mativa irregularidad en la superficie, con invaginaciones y eva-
ginaciones prominentes. Esto Gltimo explica la existencia a ni-
vel del hueco de los cordones gliales macizos revestidos por
membrana basal que hemos visto seccionados en todas las direccio
nes. Tales irregularidades superficiales también han sido verifi
cadas en la médula espinal tras lesién de rafces dorsales (Natha
niel y Nathaniel, 198l1), y en cerebros humanos tanto normales
como con diversas patologfas (Ramsey, 1965). Segin nuestra opi-
nién, deben ser interpretadas como resultantes de la plasticidad

y capacidad reparativa del astrocito.

De mé&s diffcil explicacién puede resultar el hallazgo
de fibras nerviosas miel{nicas en el interior de un cordén glial
macizo en el seno del hueco, tal y como hemos descrito en nues-
tros resultados. Lo méds 18gico es pensar que fibras nerviosas
mielinizadas que se sabe que aparecen en la leptomeninge (Krahn,
1983) puedan acompafiar en parte a la proliferacién menfingea ha-
cia el interior de la herida, y ser recubiertas entonces por pro
longaciones astrocitarias que todavia no hubieran sintetizado
su membrana basal, durante fases tempranas de la reparacién de

la lesién.
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La frecuente e intima relacién ultraestructural de ha-
ces de microfibrillas coldgenas con los cordones gliales, per-
mite dar una explicacidn sencilla al frecuente hallazgo, en los
cortes para microscopfia é6ptica tefiidos con hematoxilina fosafo-
tﬁngstica. de fibras coligenas tefiidas de rojo mezcladas con al-
guna delicada fibra tefiida de azul, de caréicter glial, en el se-

no de la trama fibrilar presente en el hueco de la lesidn.
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MENINGE:

En nuestro estudio hemos detectado una regeneracién
meningea evidente ya a los 15 dfas de evolucién de la lesién,
observandose con microscopfa dptica cémo - especialmente en las
regiones mis superficiales del trayecto - existe una prolifera-
cién de elementos fibroblastoides de niicleo ovalado o alargado
que se disponen en haces, en ocasiones rodeando circularmente
a vasos sanguineos, y otras veces en forma dispersa, con elemen-

tos aislados de tosca morfologia estrellada.

Con microscopfa electrdnica comprobamos que en esta
misma fase hay ya en el seno de la cavidad de la herida, en las
dreas préximas a la glia limitans neoformada, numerosas prolon-
gaciones celulares filiformes que tienden a solaparse unas con
otras, relaciondndose con frecuencia mediante complejos de Qnién
. Las células que constituyen esta verdadera malla laxa reticu-
lar gracias a la considerable distancia a la que envian sus pro-
longaciones, poseen un aparato de Golgi bien desarrollado, retf-
culo rugoso a menudo dilatado y abundantes polirribosomas, todo
lo cual serfa un indicio de actividad celular, hecho 16gico tra-
tdndose de elementos regenerativos en una fase evolutiva tempra-
na. Estas células o sus prolongaciones tienden a rodear a vasos
sangufineos, y se relacionan a menudo con hacecillos de microfi-

brillas colégenas o microfibrillas individuales.



- 88 -

A partir de los 20 dias, ademé&s de lo anterior, son
ya muy patentes ultraestructuralmente los acimulos meningocita-
rios sélidos, con células de naturaleza similar a la descrita,
que se unen a veces mediante complejos de unidn, y que dejan fre
cuentemente pequefias cavidades o huecos entre células adyacentes
, que suelén estar ocupados por abundantes microfibrillas colégg
nas. En ocasiones estos acimulos celulares sélidos adoptan una

morfologia arremolinada, lo cual seria indicio de reactividad.

Durante todas las fases estudiadas se mantiene este
tipo de organizacidén de la meninge, que, en resumen, podemos es-
tablecer que se realiza siguiendo dos patrones morfoldgicos fun-
damentales: a) malla laxa reticular, con células aisladas de
morfologia estrellada que envian prolongaciones a considerable
distancia del soma, solapandose unas con otras, tendiendo siem-
pre estos elementos a revestir cualquier estructura que se halle
en el nuevo espacio subaracnoideo constituido, tanto vasos como
cordones gliales macizos; y b) acimulos meningocitarios sélidos,
bien en forma de cordones anchos y alargados, bien en forma de
masas celulares mids redondeadas. Nunca existe ningin tipo de re-

lacién definida con membranas basales.

Los tlnicos cambios que ocurren con el transcurso del
tiempo son una disminucidén de la cantidad de organoides, hecho
que tiene lugar de manera paulatina, de modo que a partir de los
30-45 dfas son relativamente escasos, con Golgi poco prominente,

algunas cortas cisternas de ret{culo rugoso, y rosetas polirri-
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bosémicas dispersas, juntamente con algin cuerpo denso.

El dnico estudio efectuado hasta la fecha que aborda
la regeneracién meningea es el de Schultz y Pease (1959), quie-
nes bédsicamente obtienen hallazgos similares a los nuestros, si
bien en etapas tardias (225 dfas tras la herida cerebral) refie-
ren que la masa de células meningeas que ha colonizado el hueco
es compacta, mezclada con coligeno, no haciendo mencién de 1la
existencia de algo similar a lo que nosotros hemos denominado

"malla laxa".

Esta regeneracién meningea que describimos, en reali-
dad, lo que hace es reproducir en gran parte la organizacidén de
la meninge normal. Nosotros, en la leptomeninge normal que rodea
al tallo de la glindula pineal de la rata, que presenta siempre
un engrosamiento a ese nivel, hemos visto tanto una malla laxa
de finas prolongaciones de células meningocitarias como incluso
acimulos celulares meningeos s6lidos, si bien aquélla era de me-
nor complejidad que la descrita en el caso de la herida, y éstos

eran algo mids delgados y nunca de morfologia arremolinada.

En las descripciones anatémicas sobre la leptomeninge
normal se ha descrito que las células leptomeningeas tienen maGl-
tiples prolongaciones que se solapan unas con otras, delimitando
cavidades a modo de tineles que contienen fibras conectivas (An-
dres, 1967; Himango y Low, 1971; Oda y Nakanishi, 1984). La cu-

bierta pial seria mis delgada que 'la aracnoidea, y en muchas



zonas constarfa sélamente de una célula de grosor, existiendo
a veces fenestraciones, de manera que la lamina basal que cubre
la glia limitans estd expuesta directamente al espacio subarac-
noideo (Brightman, 1965; Morse y Low, 1972; 0Oda y Nakanishi,
1984). Este UGltimo aspecto lo hemos comprobado en el material

de nuestro estudio con gran frecuencia.

Ademas de las microfibrillas coldgenas hemos encontra-
do otro tipo de fidbrilla, de 10-15 nm. de grosor, carentes de
estriacidén transversal, y con aparente estructura tubular. Se
trata de fibras oxitalanas, que aparecen en escaso numero, algo
onduladas, a veces dispuestas aisladamente peroc con mids frecuen-
cia en pequefios hacecillos mds o menos desordenados, y relacio-

nados por lo general con microfibrillas colagenas.

Las fibras oxitalanas fueron descritas por primera vez
por Fullmer y Lillie (1958), como un tipo especial de fibra del
tejido conectivo, que ulteriormente ha sido incluido en un grupo
compuesto por tres tipos interrelacionados de fibras: eldsticas,
oxitalanas y de elaunina (Cotta-Pereira y cols., 1978). Segin
Fullmer (1960), poseen las siguientes caracteristicas: a) no se
tifien con las técnicas de rutina para fibras eldsticas; b) se
tifien con tales técnicas cuando se someten previamente los cor-
tes a una pre-oxidacidén con adcido peracético; y c¢) se hallan en

tejidos adultos normales.
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Ultraestructuralmente estas fibras corresponden a fi-
brillas de 10-15S nm. de grosor, sin estriacién transversal, sien
do muy similares al componente microfibrilar periférico de las
fibras eldsticas (Carmichael y Fullmer, 1966; Sheetz y cols.,
1973; Cotta-Pereira y cols., 1976, 1978; Soames y Davies, 1978;

Alexander y cols., 1981; Goldfischer y cols., 1983).

Las fibras oxitalanas se han descrito en diversos luga
res: ligamento periodéntico (Sims, 1975; Soames y Davies, 1978),
dermis (Cotta-Pereira y cols., 1976), cdérnea (Alexander y cols.,
1981), gléndula pineal (Calvo y Boya, 1983), y adventicia aérti-
ca (Takagi y cols., 1984). Sin embargo, hasta la fecha no habian
sido identificadas en meninge, si bien Oda y Nakanishi (1984)
mencionan fibrillas de morfologia similar, pero sin identificar-

las en absoluto como oxitalanas.

Creemos que estas fibras no pueden interpretarse como
fibrillas de pre-elastina, debido a que en ninguna ocasién hemos
visualizado fibras elidsticas. Ademds, incluso su estructura tu-
bular ha sido ya descrita ("fibrotibulos" de Cotta-Pereira y
cols., 1976; Calvo y Boya, 1983). En observaciones que hemos
realizado en una investigacién paralela, estudiando la leptome-
ninge normal de la regién del tallo pineal, hemos hallado este
tipo fibrilar, por lo que concluimos que se trata de una pobla-
cién de fibras adicional a las coléigenas, constituyente leptome-
ningeo normal, que como es l6gico existe también en la leptome-

ninge regenerada, si bien en ésta hace su aparicién en etapas



mids tardfas que las microfibrillas coldgenas.

Con respecto al constante hallazgo ultraestructural
a partir de los 45 dfias de evolucidn de la lesién de células
plasmidticas situadas preferentemente en el seno de la cavidad
de la herida, algunas muy activas con gran dilatacién de reticu-
lo rugoso, creemos que podria ser debido a una cierta cronicidad
del proceso. En etapas previas hemos visto algin ocasional lin-
focito emigrante inmerso en el parénquima cercano al borde de
la herida y raras veces en el seno del hueco, los cuales no han
sido observados ulteriormente, pudiendo haberse transformado ya
en células plasmdticas. La udnica aportacidén bibliografica rela-
cionada con este hallazgo la aportan Schultz y Pease (1959),
quienes en fases tardias ( a partir de los 30 dias de la herida)
detectan células plasmaticas, muchas de ellas con reticulo rugo-
so enormemente dilatado. Sin embargo, los autores no hacen comen

tarios sobre estos hallazgos en la discusién de su publicaciédn.



CONCLUSTIONTES




1)

2)

3)

4)

5)

En las lesiones en las que se produce una necrosis amplia de
tejido nervioso, no se consigue rellenar la pérdida de paren-~

quima, quedando siempre una depresidén a ese nivel.

Los macréfagos hacen su aparicidn en etapas muy precoces., Al
52 dia después de la lesién ya se ha formado una banda muy

celular alrededor del material necrético.

Con técnicas argénticas se confirma la existencia de una acti
vacién microglial, comprobdndose la hiperplasia, hipertrofia
y traslacidén de los elementos microgliales hacia el foco de

lesiédn.

La préctica totalidad de los macré6fagos que aparecen son fos-
fatasa acida-positivos, mientras que sélo una pequefia canti-
dad de los mismos son peroxidasa-positivos, por lo que admiti
mos un doble origen para tales macréfagos: unos fosfatasa aci
da-positivos y peroxidasa-negativos (macréfagos enddgenos,
de origen microglial), y otros fosfatasa &cida-positivos y

peroxidasa-positivos (exdgenos, de origen hematdgeno).

Estos macréfagos permanecen en la lesion por perfodos de tiem
po considerablemente mayores que en procesos reparativos de

otras partes del organismo.



6)

7)

8)

9)

10)

11)

12)
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Las células perivasculares adventiciales y los pericitos son

una fuente adicional de macréfagos cerebrales.

Las células leptomeningeas parecen poseer una pequefia capaci-

dad fagocitaria.

La limina basal es la estructura vascular m&s resistente,
siendo capaz de permanecer en las 4reas de necrosis cierto
tiempo después de desaparecer los elementos celulares del

vaso.

A los S dfas de evolucidn de la lesién hay ya una franca rea-

ccidén vascular neoformativa.

Ultraestructuralmente los brotes vasculares se caracterizan
por poseer endotelios muy hipertr6ficos con abundancia de
organoides, vesfculas pinocitésicas y hendiduras luminales,
rodeados por una lémina basal irregular y a menudo reduplica

da.

A los 30 dfias los capilares neoformados presentan una ul-

traestructura dentro de los lfmites de la normalidad.

El asiento ultraestructural fundamental del edema radica en
los astrocitos, aprecifindose edema extracelular tGnicamente

en las &reas de mayor desestructuracidn tisular.



13)

14)

15)

16)

17)

18)
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Al 52 dfa de la lesién, ya aparecen las primeras figuras de

mitosis en células astrocitarias.

A los 10 dias tras la puncidén ya existen pequefias Areas que
poseen una lamina basal que recubre la pared interna del tra
yecto. A los 15 dfas se consigue ya el revestimiento précti-

camente completo.

Una lamina basal siempre descansa sobre prolongaciones celu-~

lares de inequivoca naturaleza astrocitaria.

A los 30 dfas de evolucién son apreciables ya fenémenos de
gliosis, con notable hipercelularidad y gran hipertrofia
de las prolongaciones astrogliales que se orientan hacia el

foco de lesién.

Ultraestructuralmente se detecta un aumento de la cantidad
de microfilamentos citopldsmicos en los astrocitos, lo cual

es patente ya a los 15 dias de evolucién de la lesidn.

La glia limitans o barrera glial limitante que se constituye
posee un mayor grosor que la glia limitans normal. Presenta
gran complejidad en las interdigitaciones de las prolongacio

nes astrocitarias que la forman.



19)

20)

21)

22)

23)
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La superficie de la barrera glial limitante neoformada es
muy irregular. Es frecuente la existencia de paquetes de
prolongaciones de astrocitos que pasan al " territorio" me-
ningeo, pero siempre presentan un revestimiento continuo de

lamina basal.

Existe una regeneracién meningea que comienza a ser evidente

a los 15 dfas de evolucidén de la herida.

Ultraestructuralmente la regeneracién meningea se realiza
en forma de malla reticular formada por prolongaciones de
meningocitos estrellados o por aclimulos meningocitarios séli

dos.

Se han detectado distintos grados de activacidén de las célu-
las meningeas en relacién con la regeneracién, lo cual se
refleja ultraestructuralmente en la variable cantidad de or-

ganoides.

La organizacién de la meninge neoformada reproduce con bas-
tante fidelidad 1la estructura de la meninge normal en 1la

mayor parte de la superficie regenerada.

23') En la meninge regenerada aparecen. tractos gruesos y macizos

de meningocitos, que no son frecuentes en la meninge normal.
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24) Se demuestra la existencia de fibras oxitalanas en la menin.

ge regenerada.
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Fig.l:
24 horas. H-E. Seccidn transversal del trayecto de la le-
sidén en el que puede observarse abundante material necrdti

co que ocupa casi totalmente la luz de ese trayecto. 4 X.

Fig. 2:

24 horas. H-E. Foco de lesidén seccionado longitudinalmente

. 4 X.






Fig. 3:
24 horas. H-E. Detalle Fig. 2. Sedcién longitudinal de la
pared del trayecto que muestra una banda de necrosis (N)
y de edema (E) en contacto con el parénquima aparentemente

conservado. 10 X.

24 horas. H-E. Pequeflos focos de hemorragia parenquimatosa

en la vecindad del trayecto de puncién. 10 X.






Fig.5s:
24 horas. H-E. Acuimulo de polimorfonucleares neutréfilss

en la pared del trayecto. 20 X.

24 horas. H-E. Meninge adyacente al foco de lesidn. Margi

nacidén leucocitaria. 40 X.






Fig.7:
24 horas. H-E. Material necrético en el fondo de la lesidn

, en el que se observan fendmenos de carjiorrexis. 40 X.

Fig. 8:
24 horas. H-E. Parénquima nervioso adyacente al trayecto
de la puncidn, en el gque puede observarse aumento del espa
cio perivascular de Virchow-Robin, y células globulosas

de aspecto macrofagico en él (flecha). 40 X.






Fig. 9:
48 horas. H-E. Abundantes corplsculos gréinulo-adiposos en

el seno del material necrdtico de la lesidn. 40 X.

Fig. 10:
48 horas. H-E. Figura de mitosis (anafase) (flecha) entre
las células inflamatorias que rodean al foco de lesidn.

40 X.
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Fig. 11:
72 horas. H-E. Pared del trayecto con manifiestos fendéme-
nos de necrosis y edema, en la que existen abundantes cor
pisculos granulo-adiposos, algunos de ellos situados en

el espacio perivascular de Virchow-Robin (flecha). 20 X.

72 horas. H-E. Material necrético que ocupa incompletamen
te la luz del trayecto de puncidén, en el que se identifi-
can todavia restos de capilares sanguineos y macré6fagos

globulosos (flechas). 40 X.
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Figs. 13 y 14:
72 horas. H-E. Reaccién meningea en &drea adyacente
a la lesién. NStese el aumento del espacio subarac-

noideo con clara hipercelularidad y figuras de mito-

sis (flechas). 40 X.
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5 dias. H-E. Limite entre el parénquima aparentemente con
servado y la banda de reaccién inflamatoria, en la que
el elemento predominante es el corplisculo grénulo-adipo-

so. 20 X.

5 dias. H-E. Pared del trayecto, en la que se aprecia rea

ccién celular perivascular. 40 X.
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5 dias. H-E. Células gigantes multinucleadas en la banda

de reaccién inflamatoria. 40 X.

Fig. 20:
5 dias.H-E. Seccidn transversal de la pared del trayecto
en la que pueden observarse las siguientes capas en dispo
sicidén concéntrica: necrosis central (N), banda hipercelu
lar muy rica en macréfagos (M), banda de edema (E), ¥y
parénquima nervioso (P). NOtese la regeneracién vascular
(flechas), que desde el parénquima intenta invadir 1la

banda de reaccién inflamatoria. 20 X.
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Fig. 21:
5 difies.- H-E. Aumento de células perivasculares en los

vasos vecinos a la lesidén. 40 X.

Fig. 22:
5 dfas. Impregnacién argéntica. Hiperplasia microglial

en Areas vecinas a la lesidén. 40 X.






Fig. 23:
5 dias. Impregnacidén argéntica. Formas hipertréficas de

la microglia en dreas contiguas al foco de lesidén. 40 X.

Fig. 2a4:

5 dias. Impregnacidén argéntica. Formas pseudopédicas y

ameboides de la microglia en el foco de lesién. 40 X.
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Fig. 26:

5 dias.Peroxidasa. Seccidén transversal del trayecto de
la puncidén. Existencia de macréfagos peroxidasa-positi-
vos. Nétese la positividad de los abundantes hemat{es.

20 X.

Fig. 27:

5 dias.Peroxidasa. Detalle de la figura anterior. 40 X.






Fig. 28:
5 dfias. Imagen degenerativa de gran calibre de probable

origen neuronal, en el foco necrético. X 16352.






Fig. 29:
5 dfas.Imagen degenerativa de gran calibre de probable

origen neuronal, en el foco necrético. X 23360.






Fig. 30:

5 dias. Figura de mitosis en una célula de supuesta natu-
raleza macrofagica, por la presencia de cuerpos densos

de probable cardcter lisosdémico (flecha). X 10877.






5 dias. Telofase en una célula situada en la luz de 1la

lesidén. X 16352.






Fig. 32:

5 dfas. Macréfago, con intensa actividad fagocitaria, en

el seno del material necrético. X 10877.






Fig. 33:

5 dfas. Fosfatasa Aacida.Macréfago en el foco de lesidn
mostrando reaccidén positiva en los cuerpos densos de su

citoplasma. X 10877.
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Fig. 34:

5 dias. Acdimulo de macréfagos en los que en varios ds
ellos puede observarse signos de eritrofagocitosis. <

7118.



PR gy
:

P




Fig. 3s:
5 dfas. Restos de capilares sanguineos en el foco de le-
sién, en los que todavia puede evidenciarse endotelio y
lamina basal, que estdn siendo rodeados por prolongacio-

nes de células macrofagicas. X 10877,






5 dias. Detalle de la figura anterior. Obsérvense los res
tos de las células endoteliales y la persistencia de 1la

lamina basal (flechas). X 23360.






5 dfas. Seccién transversal de un vaso arterial en el
que existe amplia dilatacién del espacio perivascular de
Virchow-Robin, que estd ocupado por células macrofigicas.
Por fuera, aparecen prolongaciones de astrocitos (A),

ampliamente dilatadas por el edema, X 7118.






Fig. 38:

5 dfas. Macréfagos ocupando el espacio perivascular de

Virchow-Robin. X 10877.






Fig. 39:
5 dias. Prolongaciones de astrocitos, en la vecindad de

la herida, ampliamente dilatadas por el edema. X 7118.






Fig. 40:

5 dfas. Prolongaciones astrociticas edematosas con dispo-

sicidén perivascular. X 10877.






10 dias. H-E. Seccidén longitudinal del trayecto de la le-

sién. Nétese la franca disminucién del material necrdti-

co. 4 X.

Fig. 42:

10 dfas. H-E. Luz del trayecto de la lesidén, con existen-

cia de abundantes macréfagos (flechas) en su pared. 10

X .
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Fig. 43:
10 dfias. H-E. Detalle de células macrofégicas en relacién
con la pared del trayecto de la puncién, la cual aparece

revestida por células fibroblastoides. 40 X.

7 dias, Técnica de Perls. Corplusculos granulo-férricos

(flechas) en el foco de lesidén. 40 X.
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10 dias. H-E. Zona superficial del trayecto de la herida
en la que se observa proliferacidn de elementos fibroblas
toides-meningociticos (flechas) que recubren la pared del

trayecto. 20 X.

10 dias. H-E. Parénquima de la pared del trayecto recu-

bierto por elementos fusocelulares. 40 X.












Fig. 48:
10 dias. Células macrofédgicas en el foco de lesién, que
muestran abundantes gotas lipidicas e imdgenes de pseudo-
mielina. N&tese la desestructuracidén existente en la pa-

red del trayecto. X 7118.






Fig. 49:
10 dias. Foco de necrosis, con un capilar en vias de dege
neracién, en el que el endotelio estd ya muy fragmentado,
y s8in embargo se conserva continua la ldmina basal (fle-

chas). X 23360.






Fig. S0:

10 dfas. Vaso neoformado, con hipertrofia endotelial, e

irregularidades en la lamina basal (flechas). X 31974.






Fig. 51:
10 difas. Capilar sanguineo adyacente al foco de lesién,
en cuyo endotelio existen abundantes vesfculas pinocitési

cas (flechas). X 31974.






Fig. 52:

10 dias. Existencia de vesiculas pinocitésicas en endote-

lios capilares. X 31974.
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Fig. 53:
7 dfas. Activacién de pericitos con alteracién de la lami

na basal y puntos de rotura ( flecha ). X 23360.






7 dfas. Edema astrocitario. X 7118.






Fig. S5:
10 dfas. Seccién de sustancia blanca adyacente a la le-
sién, en la que es patente el edema de los astrocitos,

tanto en el soma como en las prolongaciones que forman

los pies absorbentes. X 4890.






Fig. 56:

10 dias. Pared de la lesidén, que ya aparece revestida por
ldmina basal. Nétese la persistencia de material necrdti-
-

co en la luz del trayecto. X 10877.






10 dfias. Célula astrocitica formando la pared de la le-

sién, sobre la que existe ya lamina basal. X 163S52.






Fig. 58:

10 di{as. Microfibrillas colédgenas ( flechas ) en relacidn
con la lémina basal neoformada en la pared del trayecto

de la puncién. X 31974.






Fig. 59:

15 dfas. H-E. Existencia de abundantes corplisculos granu-

lo-adiposos en el foco de lesidén. 40 X.

Fig. 60:
15 dias. H-E. Pared del trayecto en la que aparecen in-
cluidos acimulos de corpisculos grédnulo-adiposos que adop

tan aspecto epitelioide, no existiendo un limite neto con

la luz de la lesién. 40 X.






15 dias. H-E. Pared del trayecto revestida por elemen
tos meningo-fibroblastoides, que se disponen de forma
reticular en algunas zonas, y entre los que existen

abundantes corpisculos granulo-adiposos. 40 X.






Fig. 63:
15 dias. H-E. Seccidn transversal del trayecto de puncidn

a nivel superficial. N6tese ya la formacién de una delga~

da lamina meningea. 10 X.

Fig. 6a:

15 dfas.H-E. Detalle de la figura anterior. L&mina menin-
gea rica en vasos y abundantes elementos fusocelulares

agrupados en haces. 20 X.
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Fig. 65:
15 dfas. Pared del trayecto revestida completamente por
ldmina basal (flechas), que se apoya sobre somas y prolon

gaciones de astrocitos. X 10877.






Fig._66:
15 dias. Microfibrillas colagenas en relacién con la lami
na basal. Nétese la riqueza de microfilamentos en el cito

plasma del astrocito (A). X 31974.






Fig. 67:

15 dias. Luz de la lesién ocupada en parte por células
de aspecto meningo-fibroblastoide que emiten frecuentes

prolongaciones interrelacionadas. X 7118.






Fig. 68:
15 dias. Seccidn de prolongaciones de células meningo-fi-
broblastoides, situadas en la luz de la lesién y en rela-
cién con la lamina basal (asterisco), entre las que exis-

ten mecanismos de unidén (flecha). X 44348.






Fig. 69:
15 dias. Detalle figura 67. Existencia de prolongaciones
astrociticas revestidas de lamina basal (flecha), que se
sitlan entre las prolongaciones de las células meningo-fi

broblastoides. X 16352.






15 dias. Prolongaciones astrocitarias que no muestran re-
vestimiento completo de lamina basal (flechas). (M): Ma-

cré6fago. X 23360.






Fig. 71:
15 dias. Figura de mitosis situada en la l4mina meningea,

y en relacién con prolongaciones astrocitarias revestidas

de lamina basal. X 10877.






Fig. 72:
15 dias. Célula microglial en el parénquima cercano a la
lesidén, entre gruesas prolongaciones astrocitarias (A).

X 16352.






15 dfas. Seccidén 1longitudinal de un vaso arterial que
aparece rodeado por pies absorbentes hipertréficos y con

numerosos microfilamentos. X 4890.






15 dias. Vasos sanguineos con franca activacidén adventi-

cial. X 16352.






Fig. 75:
20 dfas. H-E. Corte tangencial de la lesidén, en el que

se observa gran hipercelularidad de la pared del trayecto

. 10 X.

Fig. 76:
20 dfas. H-E. Corte tangencial del trayecto, en el que

se observan todavia corpisculos granulo-adiposos. 40 X.
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Fig. 77:

20 dias. Intensa reaccidén perivascular. X 7118.






Fig. 78:
20 dias. Hueco de la herida con células meningocitarias
que emiten finas prolongaciones, y que contactan entre
s{ estableciendo mecanismos de unién (recuadro).
(M): Macréfagos.

X 4890. Recuadro: X 16352.






Fig. 79:
20 dfas. Astrocito en el neuropilo vecino a la lesién,
en el que se observa un claro aumento de los filamentos.

X 10877.






20 dias. Prolongaciones astrocitarias de la glia limitans
neoformada, entre las que se observan 2onas densas que
pueden corresponder a mecanismos de unidén (flecha). Todas
estas prolongaciones aparecen recubiertas por la lamina

basal . X 31974.






Fig. 81:

20 dfas. Acimulos celulares sélidos en el espesor de la

meninge neoformada. X 7118.






Fig. 82:
45 dfias. H-E. Seccién longitudinal del trayecto de la le-
8idén, en la que se comprueba la ausencia absoluta de mate
rial necrético, apareciendo los bordes de la cavidad per-

fectamente delimitados. 4 X.

30 dfias. Oro sublimado. Intensa hiperplasia e hipertrofia
astrocitaria que forma una importante gliosis en el tra-

yecto de la lesién. 20 X.






Fig. 84:

30 dfas. Barrera glial constituida por prolongaciones
astrocitarias laminares que forman complejas interdigita-

ciones. X 16352.






Fig. 85:

30 difas.Area con barrera glial limitante de escaso gro-

sor. X 10877.






Fig. 86:
45 dias.Haces de prolongaciones astrocitarias en el espe-
sor de la meninge, envueltas por su lamina basal. Nétese

la riqueza de microfilamentos que poseen estas prolonga-

ciones. X 16352.






45 dfas.Haz glial revestido por ldmina basal, en relacién
con somas de células meningeas y capilares sanguineos.

X 16352,






Fig. 88:

45 dias. Vaso sanguineo en el parénquima cercano a la le-
sién. Reaccién de células adventiciales. Hipertrofia de

pies absorbentes. X 10877.






Fig. 89:

45 dfas. Célula plasmdtica en espacio meningeo. X 11920.






Fig. 90:

3 meses. Barrera glial limitante formada por prolongacio-
nes gruesas de astrocitos, muy ricas en microfilamentos,

y prolongaciones laminares que se interdigitan. X 10877.






Fig. 91:
3 meses. Gran complejidad de las interdigitaciones de

las prolongaciones astrocitarias laminares que forman

parte de la barrera glial limitante. X 16352.






Fig. 92:

3 meses. Haz de prolongaciones astrocitarias en el terri-
torio de la meninﬁe. Algunos meningocitos emiten prolonga

ciones que se relacionan con él. X 16352.






Fig. 93:
3 meses. Cordén formado por prolongaciones de astrocitos,

en el territorio meningeo, que incluye también elementos

macrofdgicos. X 10877.






3 meses. Haces de fibras coldgenas situadas en el espacio
meningeo, y en relacidén con prolongaciones de los menin-

gocitos. X 23360.






Fig. 95:

3 meses. Pequefios fasciculos de fibras oxitalanas (fle-
chas), en relacidén con microfibrillas coldgenas de la me-

ninge nrneoformada. X 44348,






Fig. 96:

3 meses. Célula plasmdtica con gran actividad, en el es-

pacio meningeo. X 16352.






Figs. 97 y 98:
4 meses. Oro sublimado. Marcada gliosis alrededor del

trayecto. 10 X y 40 X.






Fig. 99:
7 meses. Cordones gliales en el territorio meningeo, que
engloban fibras nerviosas mielinicas. Este corddn aparece

separado de las células meningeas por la l&mina basal

(flechas). X 16352.






Fig. 100:
7 meses. Cordén glial que engloba fibras mielfinicas y
que presenta varias invaginaciones de la lamina basal,

a cuyo nivel se alojan numerosas microfibrillas colége-

nas. X 23360.






Fig. 101:

10 meses. Célula plasmdtica en espacio meningeo, que
muestra un reticulo endoplasmatico muy dilatado y ocupa-

do por material electrodenso. X 23360.






12 meses. Macréfago en el espacio meningeo. X 16352.






Fig. 103:

12 meses. Zona de meninge neoformada que aparece consti-
tufida por aclimulos celulares sélidos, y espacios ocupa-

dos incompletamente por microfibrillas coldgenas.X 7118,






Fig. 104:

12 meses. Meningocito de meninge neoformada de morfolo-

gfa y ultraestructura normales. X 10877.
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