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ANTEGEDENTES

A pESCRIPCION clésica de las células granulosas de la mucosa del tracto diges-
tivo se encuentra en el trabajo de Kultschitsky de 1897; entonces se las con-
sideré como estrechamente relacionadas con las secreciones entéricas. Ocho afios
mas tarde, J. E. Schmidt noté que las granulaciones de las células de Kultschitsky
toman color amarillo pélido cuando se fijan en bicromato de potasio; pero su
cualidad histoquimica caracteristica consiste en tener granulaciones intracito-
plasmicas que reducen répida, facil e intensamente las sales amoniacales de plata,
segtin estudié Masson con todo detalle. Estas reacciones histoquimicas prodicense
también en las células de la médula suprarrenal y de los paraganglios, las cuales
reducen débilmente y en condiciones especiales a las sales de plata, ¢n tanto fijan
con intensidad el cromo, que las confiere color pardo. Por ello, las células de
Kultschitsky se consideran argentafines, y las suprarrenales y de los paraganglios,
cromafines.

La idea inicial de que las células de Kultschitsky, como también las de Pe-
neth, deberfan intervenir en la elaboracién de jugos digestivos, no pude compro-
barse por medios experimentales (Cardier, Grasso) ; Masson demostré sus rela-
ciones morfolégicas con las fibras nerviosas de la mucosa intestinal, Hamperl
noté que las granulaciones intracitoplsmaticas se disuelven en alcohol concen-
trado y en bicloruro de mercurio, en tanto que Cordier y Lison demostraron que
1z substancia cromeargentafin da positiva la diazorreaccion, tifiiéndose en color
rojo intenso; estos trabajos fueron confirmados por Clara y Zenardi. A consecuen-
cia de estas y otras observaciones personales complementarias, Tord considerd
que el producto elaborado por las células de Kultschistky era inespecifico.

* Trabajo presentado por sus autores en la sesién ordinaria del 13 de marzo de 1963.
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Los progresos de la histoguimica se reflejaron desde los trabajos de Clara
quien, ademas de comprobar los precedentes de Cordier y Lison, establecié que
las granulaciones argentafines de las células intestinales tienen una cadena late-
ral de orto-dioxi-nezol unida en posicién para. Aproximadamente por el mismo
tiempo, Vialli y Erspamer aislaron de la mucosa intestinal una substancia a la
que llamaren enteramina. El estudio bioquimico de las relaciones entre la ente-
ramina y las células de Kultschitsky encontré un excelente material de estudio
en los llamados tumores carcinoides por Obemndorfer, quien los habia descrito
desde 1907 y que, como demostrd Masson, estin formados por células argentafines
derivadas de las normales de Kultschitsky, segtn ha comprobado después Stout;
en los carcinoides la substancia cromoargentafin esti intensamente concentrada.

Vialli y Erspamer continuaron sus trabajos sobre la enteramina determinando
sus reacciones quimicas colorantes en tanto que, partiendo de puntos de vista
diferentes, el grupo de investigadores del Instituto Rockefeller, bajo la direccién
de Van Slyke, trabajaba en la identificacién de substancias presoras y vasocons-
trictoras de la sangre y los tejidos, La capacidad vasoconstrictora del suero san-
guineo normal era conocida desde cien afios antes y cldsicamente se distinguian
tres substancias en el suero: la denina, la angiotonina y la norepinefrina, Page v
Corcoran se ocupan de estudiar la hemostasia, especialmente por lo que se refiere
2 la retraccién del vaso sanguineo a nivel del codgulo; con la ayuda de Green y
Rapport prepararon un extracto de sucro del que aislaron una substancia vaso-
constrictora cristalizable muy activa; en 1947 se averigué que se trataba de una
triptamina a la que llamaron serotonina. Rapport demostré que se trataba exac-
tamente de 5-hidroxitriptamina (5-HT) y poco después Hamlin y Fischer la
sintetizaron con las mismas propiedades que el producto natural.

La aglutinacién de las plaquetas y la liberacién simultinea de serotonina como
factor determinante de hemostasia espontinea fue estudiada por Zucker, Rand
v Reid. En este momento del desarrollo cientifico del tema encontré Asero que
la enteramina era idéntica a la serotonina, es decir, 5-HT cristalizable. De inme-
diato se inicié una larga serie de trabajos para analizar las propiedades de la
serotonina, asi como sus lugares de elaboracién y almacenamiento; cobrd asi
nuevo interés el estudio de las células argentafines. Correl ¢t al. comprobaron
que la hemorragia por heridas experimentales es menor en los animales tratados
con 3-HT; esta substancia, administrada a perros y a conejos anestesiados, por
Freyburg et al., aumenté intensamente la motilidad intestinal.

El afio de 1953 fue fecundo en hechos importantes, Barter y Pearse denios-
traron que la reaccién argentafin se produce también “in vitro”, si previamente
se trata la serotonina con formol. Twarog y Page comprobaron que la serctonina
desaparece rapidamente de la sangre, destruida por las aminoaxidasas, cuando
se administra mediante inyeccién intravenosa. Erspamer y Asero vieron que la
administracién de 2 a 10 mg de serotonina por Kg de peso produce en los
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animales vasoconstriccién renal, que da aspecto moteado a la superficie externa
de los rifiones y que puede causar degeneracién y necrosis focales en la corteza.
También debemos a Erspamer el conocimiento de que un tratamiento previo
con vasodilatadores bloquea facilmente los efectos vasoconstrictores de la seroto-
nina. Comroe et al. descubrieron que también los musculos bronquiales resultan
contraidos por la accién de la serotonina. Ademds, Lembek comunicd que los
extractos del tumor carcinoide contienen serotonina en grandes cantidades (1-3 mg
por g) y que los sintomas clinicos deben atribuirse a esta substancia, que se en-
cuentra en la sangre y se elimina por la orina de los enfermos en forma de 4cido
5-hidroxindolacético (ac. 5-HTA), en tanto que Page y McCubbin notaron el
desarrollo de rubor cutineo como efecto calateral de la administracién de sero-
tonina a pacientes hipertensos.

TLos progresos sobre el tema continuaron en direcciones diferentes. Erspamer
y Page escribieron sendas revistas generales sobre el tema, en tanto que Correale,
y Erspamer continuaron sus estudios, el primero sobre la accién hipertensiva
de 12 serotonina, el segundo sobre las relaciones de la serotonina con las células
de Kultschitsky, a las que denomind sistema celular enterocromafin. Udenfriend
y Weissbach completaron sus estudios sobre la serotonina de las plaquetas. Clarck
¢t al,, realizaron importantes trabajos sobre el metabolismo de la serotonina, mien-
tras Ratzenhofer y Lembeck, y Rambo continuaron el estudio de los argenta-
finomas.

Durante ¢l afio de 1955 las investigaciones de Benditt et al., relacionaron la
serotonina en forma poco precisa con las células cebadas, en tanto que el meta-
bolismo de la 5-TH fue motivo de estudios por parte de Sjoerdsma y Udenfriend,
Page ct al., Barter y Pearse. Los primeros de los autores citados confirmaron la
exerecién de ac. 5-HIA en enfermos con tumor carcinoide; Page ¢t al., conside-
raron al carcinoide como un tumor endocrino sobre la base de que elabora gran-
des cantidades de serotonina; y Barter y Pearse sefialaron que, aunque la na-
turaleza de los granulos en las células argentafines del intestino estd en discre-
pancia con las pruebas farmacolégicas de la 5-HT, es evidente que la substancia
contenido en las células de Kultschitsky se parece a la serotonina mds que a
cualguier otro compuesta fenélico de los hasta ahora sugeridos sobre bases histo-
quimicas. Al parecer, la indispensable fijacién en formaldehido produce en las
células un derivado betacarbonilico completamente conjugado, responsable de la
fluorescencia v de las reacciones histoquimicas observadas en los granulos, Ade-
més, hubo progresos importantes, como la publicacién de métodos para medir
la concentracién de serotonina en sangre, orina y tejidos, por Udenfriend y co-
lahoradores; también al grupo del mismo investigador debemos la seguridad de
que la serotonina deriva del triptéfanc, mientras que Sjoerdsma et al., comproba-
ron que el producto final del metabolismo de la serotonina en el hombre y en los
animales del laboratorio es el 4c. 5-HTA. La accién de la serotonina sobre los ri-
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fiones durante los experimentos sobre fisiopatologia, fue analizada detalladamente
por Salgado y Green, Page y Glendenning, Hedinger y Langeman. Estos dos Gl-
timos autores comunican la produccién de trombocitosis después de administrar
grandes cantidades de serotonina a ratas, resultados que se complementan con
los de Fornaroli y Kéller, Fenichel y Seegers. La determinacién del ac. 5-HTA
fue motive de trabajos importantes de Hanson y Serin, Bumps y Page.

En 1956 aparecieron dos importantes trabajos de conjunto sobre serotonina,
uno de Wilkins, que la considera desde un punto de vista clinico y la relaciona
con la hipertension arterial, y el de Erspamer, publicado en castellano y que
pone al dia todas las circunstancias importantes del tema. Los efectos sobre el
rifién fueron confirmados por Ballerini y Cantelli, Greco ef al. Las relaciones
con las plaquetas y la coagulacién sanguinea fueron motivo de una comunicacién
de Zucker y Borrelli; altas concentraciones de serotonina existen normalmente en
las plaquetas sanguineas, las cuales la liberan durante la coagulacién; alteraciones
importantes de este fenémeno se describen en casos de trombocitopatia. Nuevos
estudios bioquimicos afiadieron determinaciones cuantitativas de serotonina en
los tejidos animales (Parrat y West), el papel de precursor del 5-hidroxitripté-
fano en la biosintesis natural de la serotonina (Gadum y Giarmar) ; v los efectos
de la administracién de 5-hidroxitriptéfano (Erspamer). Pearse confirmé con
nuevas reacciones histoquimicas que las granulaciones argentafines de las células
de Kultschitsky contienen 5-HT, Udenfriend et al., confirmaron que el 5-hidro-
xitriptéfano es el precursor natural de la 5-HT por la accién de la 5-hidroxitrip-
tofano-decarboxilasa.

Dos excelentes trabajos de conjunto sobre serotonina aparecieron en 1937;
el mas apasionante es el de Page, y el mds concreto, con amplia informacién
bibliografica, el de Borger y Bessman. La relacion posible entre serotonina y
células cebadas volvid a ser considerada por Waalkes et al., y Parratt y West. Los
intentos para reproducir en animales el sindrome del tumor carcinoide fueron
continuados por Davidson ef. al., sin grandes progresos; Haverback y Bodgdanski,
Hedinger y Veraguth, produjeron erosiones en la mucosa géstrica mediante
inyecciones de serotonina.

Un buen articulo scbre el tumor carcinoide aparecid en 1958 escrito por
Adamson y Postlethwait. Nuevas reacciones colorantes para las granulaciones
de las células argentafines de Kultschitsky fueron ideados por Kevorkian. Mac-
Donald, Robbins y Mallory publicaron tres trabajos detallando las alteraciones
que $e producen en los animales a los que se inyecta serotonina, sin conseguir la
reproduccién exacta .de sindrome del carcinoide. Melsaac et al. determinaron
bioquimicamente que la orina de los enfermos con tumor carcinoide no sélo
contiene ac. 53-HIA, sino también menores cantidades de otros productos finales
del metabolismo de la serotonina, tales como 4cide 5-hidroxindelacetirico, 5-
hidroxitriptamina y n-acetil-5-hidroxitriptamina.
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Durante 1959 contintia disminuyendo el niimero de contribuciones originales
al problema de la serotonina, y sblo cuatro trabajos merecen citarse aqui. Dos
de revisién general sobre el sindrome del tumor carcinoide (Schneckloth et al, y
Feskin y Orloff) ; y otros dos sobre quimica, el histolégico de Glenner y Lillie que
relaciona las granulaciones argentafines con un compuesto polifenélico, y el bio-
légico de Donaldson et al. sobre 5-hidroxitriptéfano como compuesto interme-
diario en la biosintesis de la serotonina. En 1960 s6lo merecen mencionarse otros
cuatro trabajos: dos histoquimicos, de Lillie y Glenner scbre tumor carcinoide,
y el de Gershon sobre monoaminoxidasa; el de conjunto sobre metabolismo de
la serotonina, de Zbinden; y el de los efectos de la serotonina sobre el rifién, de
Waugh y Pearl. La bibliografia de 1961 y 1962 no contiene hechos originales
importantes,

Algunos aspectos colaterales de la serotonina merecen ser mencionades aqui.
En primer ulgar el descubrimiento de que los llamados adenomas bronquiales
son con frecuencia, si no siempre, tumores carcinoides con células argentafines
semejantes a las de Kultschitsky del tracto intestinal. Aun cuando tales adenomas,
descritos también en la bibliografia antigua como cilindromas, se conacen desde
el trabajo de Heschl en 1877 y Mueller en 1882, no empezaron a cobrar interés
como entidades clinicas hasta ¢l articulo de Geipel, publicados en 1931. Adams et
al. fueron los primeros en notar su estructura carcinoide v Feyrter el que estable-
ci6 distincién sobre bases histolégicas entre los carcinoides intestinales y los ade-
nomas bronquailes; éstos rara vez contienen células diazopositivas. Debemos a
Williams y Azzopardi el desarrollo de la idea segin la cual los adenomas bron-
quiales presentan estructura carcinoide y sobre hechos tan interesantes como la
no coincidencia de ambos tumores en el mismo enfermo, abogando por llamarlos
carcinoides bronquiales, También Weiss e Ingram Goodner et ¢l., han estudiado
recientemente los adenomas bronquiales con estructura carcinoide.

Vialli y Erspamer las encontraron en las glandulas salivales de octépodos, en
el 6rgano hipobranquial de muricidos y en las glindulas cutineas de anfibios.

Células argentafines semejantes a las de Kultschitsky han sido encontradas
en diversos lugares del cuerpo por varios autores: Perrone y Acosta-Ferreira, en
el timo del pollo y del fiandt: Grasso estudid las células argentafines de la uretra
¥ de la préstata humanas, también del perro, el cavia y la rata, poniendo de
relieve que el sistema de células argentafines relacionadas con la serotonina no
es exclusivo del tracto gastrointestinal; Barroso-Moguel en las glindulas salivales,
pancreitica y sudoriparas. En todos estos y en otros lugares es posible que se
desarrollen también argentafinomas.

Otro importante tema es el de la relacién de la serotonina con la reserpina
y la dietilamida del acido lisérgico, cuerpos todos relacionados con la fisiopato-
logia del encéfalo y con algunas alteraciones demenciales. Los conocimientos
basicos partieron del trabajo clisico de Stoll, quien descubrié que la dietilamida
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del écido lisérgico produce psicosis artificiales en ¢l hombre. Wilkins ef al. intro-
dujeron en los Estados Unidos el tratamiento de la hipertensién arterial con
Rauwolfia y reserpina. Gaddum ¢t al. notaron que la dietilamida del dcido lisér-
gico tiene efecto antagénico en la accién de la serotonina sobre el musculo liso.
Gaddum y, simultineamente, Wooley y Shaw, pensaron que la serotonina con-
tenida en el cercbro puede ser importante en las funciones neuronales. Shore v
colaboradores publicaron dos trabajos sobre las relaciones que existen entre la
serotonina cerebral y la reserpina, su liberador especifico. La distribucién de la
serotonina en el encéfalo fue determinada por el grupo de Udendriend, en tanto
que Shore ¢f al. y Axelrod et al. continuaron ocupandose de las relaciones entre
la serotonina, de una parte, v la reserpina y el 4cido lisérgico, de otra. Que todas
estas substancias se relacionan con la regulacién de la presién arterial se deduce
del trabajo de Sugaar ¢t al. segiin los cuales, la administracién de dietilamida del
acido d-lisérgico o su derivado bromado disminuye marcadamente la presién
sanguinea en ratas hembras adultas con hipertensién crénica producida por este-
nosis de la arteria renal. En fin, Axelrod demostré la conversibn de la sero-
fonina y compuestos semejantes en metabolitos psicomimétices,

Bases HIsToQUIMICAS

Aparentemente debemos a Simarro, profesor de Psicologia Experimental de
la Universidad de Madrid, las primeras experiencias que condujeron a las actua-
les técnicas histolégicas con sales de plata. La idea de Simarro fue impregnar los
tejidos en substancias fotosensibles, exponerlas a la luz y revelar imégenes nuevas
con un reductor, siguiendo los lineamientos en boga hacia 1900 para la obtencién
de fotografias. Golgi consiguié el premio Nobel con leos resultados obtenidos en el
cerebre, que fijaba en bicromato potdsico y sumergia después en nitrato de plata,
porque el cromato de plata formado en la intimidad del tejido nervioso se pre-
cipita especificamente sobre las células, dibujando completa y artisticamente su
compleja morfologia. Cajal, compafiero de Golgi en el honor del premic Nobel,
inspirado en las doctrinas de Simarro, sumergia pedacitos de encéfalo en solucién
diluida de nitrato de plata, y luego reducia la impregnacién en reveladores foto-
graficos, tales como hidroguinena y 4cido pirogélico. Bielschowsky obtuvo consi-
derable progreso con las soluciones amoniacales de plata, que pueden usarse en
la impregnacién de cortes histoldgicos, donde se reducen con formaldehido de tal
manera que se depositan en estructuras variables segtin las condiciones fisicas en
las que se realiza la reduccién. Las estructuras que quedan tefiidas con estos
métodos se consideran argentéfilas.

Usando los métodes de impregnacién argéntica noté Masson que las granu-
laciones de las células de Kultschitsky se ennegrecen en las seluciones amoniacales
de plata sin necesidad de usar reductor, fenémeno al que se ha designado come
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argentafinidad. Habia sido antes notado por Fleisch y von Kossa en relacion con
sales de caleio precipitadas en los tejidos. Cordier y Lison consideraron a la reac-
cién argentafin como determinada por la presencia de un radical fendlico en las
granulaciones. Tanto las catecolaminas (adrenalina, noradrenalina) como la sero-
tonina contienen radicales fendlicos: ortodifenoles en las primeras, indolalquila-
mina en la segunda, Verne y Lison, en forma independiente, comprobaron que
¢l Tormaldehide ayuda a la ciclizacién de las catecolaminas para formar precur-
sores de ortoquinonas, y a la ciclizacién de la serotonina, para formar harmalina,
precursor de quinonaimida. El resultado final es la oxidacién de la plata o del
cromo para formar ortoquinonas, en el caso de las catecolaminas, o quinonaimi-
das, en el caso de la serotonina. Ortoquinonas y quincnaimidas tienen color
amarillentc en la reaccién cromafin, y se cubren con plata reducida negra durante
la reaccién argentafin (Guerrero).

Como antes hemos esbozado, las células de Kultschitsky dan facil e intensa-
mente la reaccién argentafin, en tanto que las células de la médula suprarrenal y
de los paraganglios son débilmente argentafines. Uno de nosotros (Barroso-
Moguel) ha elaborade una técnica para la argentafinidad de las células elabo-
radoras de catecolaminas, que consiste en fratar los cortes histolégicos con una
mezcla a partes iguales de piridina, amonfaco y alcohol de 96°B antes de hacer
la impregnac’én con nitrato y carbonato de plata sucesivamente. Los resultados
positivos logrados con esta téenica se consideraron como argentafinidad inducida.
Pensamos que disponemos ahora de técnicas para tefiir especificamente dentro
de las células a la serotonina y a las catecolaminas.

Nos convenia, por lo tanto, probar experimentalmente si nuestra suposicién
era cotrecta y la argentafinidad podia utilizarse con valor histoquimico definido.
La serotonina, como anotamos en la informacién bibliografica (Shore et al.) des-
aparcce casi completamente de los tejidos si se administra al animal una sola
desis de 5 mg. por Kg. de peso de reserpina por via intravenosa. La liberacién
de serotonina aumenta progresivamente durante 16 horas, en cuyo momento
queda reducida al 109 de su valor normal; esta baja concentracién se mantiene
unas 30 horas, y luego la serotonina dosificable por medios bioldgicos se eleva
lentamente hasta recunerar el nivel normal entre 5 y 7 dias después. Esta circuns-
tancia nos llevé a planear un experimento, encaminado a reconocer lo que acon-
tece a las granulaciones argentafines de las células de Kultschitsky durante la
desaparicién de la 5-HT por la accién de la reserpina, detalle que no estd con-
signado en el trabajo de Shore ¢f al. ni en el de ninguno de sus numercsos se-
guidores. Nuestra hipétesis de trabajo fue que, si las granulaciones de las células
de Kultschitsky representan a la serotonina, deberian desaparecer durante el
experimento.
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MATERIAL ¥ TEGNICAS

Por vias de ensayo, se inyecté reserpina (Serpasil CIBA diluida en solucién
salina o liquido de Gay) a dosis variables entre 0.005 mg/Kg. vy 15 mg/Kg.;
en conejos se utilizé la via intravenosa; en ratas y ratones, la via intraperitoneal;
y en ranas, la via linfatica (saco dorsal). Se sacrificé a los animales entre una
hora y siete dias después de la inyeccién tiltima (las dosis altas se administraron
en varias inyecciones), se fijaron en formol al 109 y se hicieron cortes por con-
gelacién a diferentes niveles del tubo digestivo. Como métodos de coloracién se
emplearon los de Rio Hortega y de Barroso-Moguel para argentafinidad.

Las primeras observaciones pusieron de manifiesto que en el conejo, el ratén
y la rata existen normalmente variaciones en el ntmero, la distribucién y la
densidad de las células de Kultschitsky, superiores a las que podrian esperarse por
la accién de la reserpina. El reparto irregular de las células de Kultschitsky en
esos animales habia sido ya notado por Tehver, Schumann, Hoeschen, Klem y
Vetter. Por ello no pudimos realizar recuentos estadisticos aprovechables en los
animales mencionados. En cambio, la rana tiene una banda de células argenta-
fines que se extiende sin interrupcién y a altura constante por toda la mucosa
géstrica. En ella la intensidad de la coloracién de las granulaciones, la anchura
de la banda celular y su situacién en las criptas resultan faciles de determinar.
Para hacerlo se contaron las células contenidas en cinco cortes distintos de esté-
mago y en otros cinco cortes de intestino delgado, con un total entre 1200 y 1300
células. El calculo estadistico se hizo partiendo de la siguiente clasificacién con-
vencional: tipo I, las granulaciones son pocas y palidas; tipo T1, las granulaciones
estin en moderada cantidad y se tifien claramente; tipo I1I, granulaciones abun-
dantes e intensamente argentafines; tipo IV, las granulaciones se funden entre
st y ocultan las restantes estructuras celulares.

Se utilizaron 17 ranas (Ranus sp.) cuyos pesos fluctuaron entre 50 y 115 g.
De ellas 4 se utilizaron como testigos; 5 ranas recibieron menos de 5 mg/Kag.
(0.005 en una y 0.5 en cuatro) ; 4 ranas recibieron 5 mg/Kg. y las 4 ranas res-
tantes recibieron mas de 5 mg/Kg. (10 en dos y 15 en otras dos).

ResuLTapos

Las ranas inyectadas mostraron profundas modificaciones en la frecuencia
respiratoria, que se acelerd y se hizo méas profunda inmediatamente después de la
administracién de reserpina; ademas palidecieron intensamente, La intensidad de
estas modificaciones estuvo en razén directa a la dosis de reserpina y se mantuvo
de 1 a 3 minutos aproximadamente, Luego los animales quedaron en estado de
depresidn, reaccionando poco y tardiamente a estimulos externos tales como movi-



Fia; 1. Corte transversal de la mucosa gistrica de la rana normal, Las células de
Kultschitsky aparecen como manchas negras; notese que estan distribuidas formando una
linea regular a la misma altura de todas las glandulas.

Fie, 2. Fotografia a mayor aumento de dos glindulas gastricas adyacentes, con sus
células de Kultschitsky. La intensa coloracién con la plata de sus granulaciones intraci-
toplasmicas se debe a’su argentafinidad, base histoquimica de la serotonina.



Fic. 3. Corte transversal de la mucosa gastrica de una rana que recibié 5 mg de
reserpina por Kg de peso. La linea oscura de células de Kultschitsky ha desaparecido al
mismo tiempo gue la serotonina.

Fie. 4. Una glindula géstrica del corte reproducido en la figura anterior, fotografiada
a mayor aumento, No hay células de Kultschitsky; comparese con la figura 2.
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mientos y traumas ligeros. Una de las ranas que recibié dosis méxima murié es-
pontdneamente 29 horas después con un cuadro convulsivo e intensa disnea.

Los resultados microscépicos fueron juzgados en relacién a: 1) nmimero de
células por glandula o cripta; 2) tamafio y forma celulares; 3) topografia celular
en las glandulas v criptas: 4) densidad e intensidad de la impregnacién granular;
5) polarizacién granular; v 6) granulaciones extracelulares.

Las ranas testigo mostraron un promedio de 7 células argentafines por glan-
dula gastrica (figs. 1 v 2) En las ranas inyectadas, en cambio, se noté disminu-
cién en el niimero de células argentafines (figs. 3 y 4). Las modificaciones mds
notables se obhervaron entre las 48 y las 72 horas.

Las células argentafines del estémago disminuyeron de tamafio en relacion
directa con la cantidad de reserpina inyectada, alcanzando el menor tamano entre
las 48 y 72 hs. En las ranas que recibieron 5 mg/Kg. y fueron sacrificadas entre
12 v 18 hs. después de inyectadas, se observd que las eélulas argentafines géstricas
se encontraban desplazadas al tercio inferior de las glandulas.

La densidad de granulaciones se mantuvo constante en las células argentafines
del estémago, pero mostraron muy disminuido el nimero de granulaciones, en
relacién con la cantidad de reserpina administrada y con el lapso entre la inyec-
cién v la muerte. La intensidad de la impregnacién aumenté discretamente en
las células argentafines cuando la dosis de reserpina fue alta, pero s6lo se mantuvo
aproximadamente durante una hora.

Ls ranas testigo mostraron un promedio de 14 células argentafines en cada
cripta de Licberkiihn, Con la administracién de reserpina se obrevé disminucién
notable en el nimero de células argentafines, en relacién directa con la cantidad
de reserpina inyectada y con el lapso transcurrido entre la inyeccion y la muerte.
También en el intestino la densidad de las granulaciones disminuyé en relacién
directa con la cantidad de reserpina administrada; la disminucién empezé a las
+ hs. y aleanzé el maximo a las 18 hs. Es decir, en el tracto gastreintestinal de la
rana, las células argentafines reaccionan ante la reserpina con disminucién pro-
gresiva y permanente en el nGmero de granulaciones. En relacién a la topografia
celular, se observé migracién desde el tercio medio hasta el inferior de las glan-
dulas en las células argentafines, cuando la dosis de reserpina sobrepasé los
5 mg/Kg.

También la densidad de las granulaciones y la intensidad de la argentafinidad
disminuyeron siempre en relacién directamente proporcional a la cantidad de
reserpina invectada y al perfedo de tiempo transcurrido.

Granulaciones argentafines extracelulares fueron especialmente notables en
las ranas que recibieron 3 mg/Kg. v fueron sacrificadas 12 y 18 hs. después de
la inveccién, Las granulaciones argentafines eran muy abundantes en la capa
muscular v se distribuian sobre todo con gran regularidad entre las fibras lisas.
adoptando figura bacilar.
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Discusion

El hecho comprobado de que en la rana disminuya en intensa proporcién ¢l
nimero de granulaciones argentafines contenidas en las células de Kultschitsky,
con intensidad proporcional a la cantidad de reserpina administrada y al tiempo
transcurrido después de su inyeccién, apoya firmemente las demostraciones histo-
quimicas de Lembeck, Barter y Pearse, y Erspamer, segtin las cuales tales granu-
laciones representan morfolégicamente serotonina.

Los hechos ya conocidos, que se resumen en la introduceién de este articulo,
y los que acabamos de presentar en ¢, plantean, sin embargo, un importante
problema histofisiolégico. El epitelio que reviste el tracto digestivo tiene dos
funciones importantes y bien conocidas: de una parte, absorbe los productos
difusibles contenidos en la luz del tubo digestivo, para pasarlos de inmediato a
los capilares sanguineos y fondos de saco linfaticos adyacentes al epitelio; de otra
parte, elimina muchos productes difusibles contenidos en la sangre y que llegan
junto el epitelio gastrointest'nal por las arterias, Ademas, las glandulas del tracto
digestivo vierten todos sus variados productos de secrecién a la luz del tubo diges-
tivo. Teniendo en cuenta estas circunstancias, no es ficil admitir que las células
de Kultschitsky, desparramadas irregularmente en la mayor parte de lns animales
por toda la superficie del tubo digestivo, elaboren una substancia que actda muy
lejos de cllas, sobre las densas y uniformes capas musculares profundas, situadas
detrds de la red vascular linfitica, de la membrana propia, de la muscularis
mucosae y de la amplia submucosa. En refuerzo de esta opinién para el intestino
nos asalta el hecho de que ni en los 6rganos hematopoyéticos pueden demostrarse
células argentalines que segreguen la serotonina de las plaquetas, ni en el cerebro,
que elaboren la serotonian local. Por ello emitimos como hipétesis de trabajo que
las células de Kultschitsky, del tracto digestivo y sus congéneres en otros lugares
del cuerpo son elementos eliminadores, eventualmente almacenadores, de la sero-
tonina que acttia sobre las fibras musculares lisas del organismo. Si tenemos en
cuenta la riqueza en serotonina del encéfalo, podemos sefinlar como probable
lugar de elaberacién de al menos parte de la serotonina, el tejido nervioso. En
el caso del intestino, los plexos de Meissner y Averbach quizd sean su fuente de
procedencia.

Si notamos que la curva de vaciamiento de serotonina, obtenida en las expe-
riencias de Shore et al. y sus seguidores, no es paralela a la de vaciamiento de
granulaciones en las células de Kultschitsky, encontramos un nuevo argumento
de apoyo de nuestra hipétesis, segiin la cual las mencionadas células deben ser
eliminadoras de la serotonina hacia la luz del tubo digestivo. También el des-
plazamiento de las células de Kultschitsky hacia el fondo de las glandulas cuando
se inyecta reserpina, parece mds aparente que real y relacionado con un cambio
en el lugar de la eliminacién; probablemente los efectos vasoconstrictores de la
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serotonina, liberada bruscamente en grandes cantidades, ocasiona cambios circu-
latorios que disminuyen la irrigacién del cuello de las glandulas y del 4pice de
las vellosidades, al menos en la rana.

Nos consideramos con informacién suficiente para suponer que la serotonina
debe producirse muy cerca de las fibras musculares lisas sobre las que actiia, quiza
en los plexos nerviosos intercalados; que la serotonina activa estd fijada en alguna
forma estable en las fibras musculares, posiblemente en las granulaciones baci-
lares argentafines presentes en torno a todas las fibras musculares lisas del orga-
nismo; que normalmente la cantidad de serotonina liberada a los intersticios
tisulares es ficilmente destruida por las aminoxidasas; que en algunos lugares, en
especial a nivel del apéndice ileocecal, en proporcién répidamente decreciente
en intestino, estémago, etc., cierta cantidad de serotonina escapa a la oxidacién
y se elimina a través del epitelio de revestimiento, algunas de cuyas células la
almacenan temporalmente (células de Kultschitsky) ; y que cuando la reserpina
excita la liberacién de serotonina, puede aumentar el niimero de células de Kults-
chitsky o desplazarse aparentemente de su situacién normal.

Esta hipétesis es compatible con la persistencia en cantidades considerables
de células de Kultschitsky dentro de la mucosa intestinal de animales cuyo in-
testino y estémago han sido précticamente vaciados de serotonina; téngase en
cuenta que la serotonina dosificada bioldgicamente es la activa, y que la con-
tenida en las células se tifie precisamente porque estd protegida en alguna forma
contra la oxidacién. También queremos hacer notar que, cuando se sacrifican
los animales cuyo tracto digestivo se muestra vacio de serotonina nor los métodos
biolégicos, existe clarfsimo hiperperistaltismo intestinal; y que en ellos las gra-
nulaciones argentafines bacilares del musculo liso estdn presentes en cantidad
igual o superior a la normal.

De los experimentos motivo de esta comunicacién podemos deducir:

1¢ Las granulaciones argentafines de las células de Kultschitzky estin re-
lacionadas intimamente con 5-HT; 2% no puede decidirse con seguridad, sobre
la base de los hechos anotados, si las células de Kultschitsky sean elaboradoras
o eliminadoras, y eventualmente almacenadoras, de serotonina. Sin embargo, si
se comparan las graficas de cantidad de serotonina dosificada con métodos bio-
légicos v la grafica de cantidad de granulaciones argentafines intracitopldsmicas
con métodos histolégicos, se nota suficiente discrepancia como para dudar del
posible papel secretor de las células de Kultschitsky y para reforzar la idea de
que el epitelio de revestimiento debe ser un lugar de eliminacién para la sero-
tonina del tracto digestivo; 39, existe posibilidad para considerar que las granu-
laciones extracclulares argentafines, sobre todoe las situadas entre las fibras mus-
culares lisas, estén relacionadas también con 5-HT.
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COMENTARIO AL TRABAJO “ACCION DE LA RESERPINA
SOBRE LAS CELULAS DE KULTSCHITSKY"*

Dzr. GuiLLERMO SORERON

L TRABAJO que acabamos de escuchar es representativo de una tendencia que

ha surgido en los dltimos afios en el campo de la investigacién bioldgica.
En efecto, el estudio de la morfologia de células v tejidos dio gran informacién
mds afin cuando se relacionaron cambios en las caracteristicas observadas con
alteraciones de la funcién expresadas en forma de enfermedad. Posteriormente
los investigadores traspasaron las fronteras de la membrana celular al romper la
unidad fundamental, separaron las llamadas particulas subcelulares las que a su
vez fueron sometidas a diferentes procedimientos de desintegracién, y asi se ais-
laron moléeulas cuyo funcionamiento se exploré en el tubo de ensaye; en csta
forma se aprendié acerca de numerosas reacciones quimicas que se operan en
el interior de la célula las que fueron eslabonadas unas con otras a fin de integrar
lo que hoy entendemos por vias metabélicas. Sin embargo, este continuo proceso
de diseccion y analisis necesariamente nos aparté en algunos casos de las con-
diciones fisiolégicas que operan en una célula intacta ya que muchas de las
reacciones demostradas en el tubo de ensaye quizd no encuentren en una célula
viva el medio ambiente requerido para su operacién. La tendencia actual es a
correlacionar y a integrar los conocimientos derivados de esta manera de pro-
ceder con los cambios de la estructura celular. La histoquimica, que pretende
poner de manifiesto reacciones quimicas en células completas se ha constituido
jpues, en un elemento valioso del bidlogo experimental del presente.

Los doctores Barroso Moguel y Vargas Solano atribuyen la propiedad que
tienen ciertas células de reducir las soluciones de plata (sin que sea necesario
agregar ningtn otro reductor) a la presencia de serotonina y de catecclaminas,
Aunque existe evidencia circunstancial de que este puede ser el caso, nos preocu-

* Leido por su autor en la sesién ordinaria del 13 de marzo de 1963,
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pa una afirmacién tan categérica en relacién con la especificidad de la prueba,
puesto que es bien sabido que la reduccién de sales amoniacales de plata, que
realizada en el tubo de ensaye se conoce con el nombre de prueba de Tollens,
puede ser causada por gran nimero de substancias reductoras.

No obstante, el cardcter sagaz de los autores les ha incitado a probar me-
diante un ingenioso experimento que la argentafinidad de las células de Kults-
chitsky es debida a su contenido en serotonina, Partiendo del hecho previamente
descrito que la reserpina causa liberacién de serotonina a partir de los tejidos
que la contienen, inyectan este firmaco en animales de experimentacién y va-
loran subjetivamente su efecto sobre las caracteristicas de la argentafinidad de
las células que son motivo de su interés. El resultado positivo que nos han des-
crito indudablemente representa otra evidencia indirecta del aserto que estable-
cen. A este respecto, ellos explican que la distribucién de las células de Kults-
chitsky que se aprecia después de la administracién de reserpina puede ser en
parte debida a fenémenos de vasoconstriccién inherentes a la liberacién de se-
rotonina; es por eso, que estimo que un control experimental obligado serfa el
estudiar el mismo tipo de animales, a los que se hubiese inyectado un vasocons-
trictor de diferente tipo. Asimismo seria por demis interesante el estudio del
comportamiento de otros elementos argentafines en el modelo experimental di-
sefiado, lo que estimamos factible, ya que uno de los autores incluso ha tenido
ocasién de informar la presencia de estos elementos en glandulas salivales, pan-
credticas y sudoriparas .

Basandose en las caracteristicas de sus hallazgos y en las diferencias cronolé-
gicas en los cambios de los sitios de accién de la serotonina asi como en dife-
rencias cronolégicas en los cambios de la argentafinidad de las células de Kults-
chitsky en relacién con la liberacién del resultado obtenido por Shore, los autores
emiten interesante la hipétesis de que estas células funcionan fundamentalmente
como almacenadoras y eliminadores de serotonina, siendo que este compuesto

debe sintetizarse principalmente en tejido nervioso.

Los siguientes hechos no concuerdan con esta manera de pensar:

1) Tenemos la impresién que la enzima 5-hidroxitriptofancdescarboxilasa
que da como producto la 3-hidroxitriptamina se encuentra en mucosa intestinal,
aunque no conocemos si se ha precisado dentro de este tejido qué tipo de célula
la contiene, De existir esta enzima en las células de Kultschitsky pensamos que
no serfa posible atribuirles el papel exclusive de almacenadoras y eliminadoras,
puesto que participarian también en el proceso biosintético,

2) Los sujetos afectados de tumor carcinoide tienen gran sensibilidad a la

administracién de triptéfano y presentan manifestaciones de intoxicacién por se-
retonina, lo cual indica necesariamente cue el amincédcido es convertido por
aquellas células que muestran gran actividad metabélica y que probablemente
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son las de origen tumoral lo cual implica también su participacién en la bio-
sintesis.

La pregunta critica que los autores se han formulado pienso que puede ser
satisfactoriamente contestada mediante el uso de precursores de serotonina mar-
cados con elementos radiactivos, en efecto existe en disponibilidad triptéfano,
5-hidroxitriptéfano y 5-hidroxitriptamina de alta radioactividad especifica. Por
auto-radiografia se podria indudablemente demostrar la relacién de radioactivi-
dad con argentafinidad en las condiciones experimentales empleadas. Usando
este tipo de métodos se ha demostrado que las plaquetas funcionan como trans-
portadores de serotonina y de catecolaminas, y que la captacién de 50H tripts-
fano por el tejido cerebral es dependiente del aporte de energia, no asi la de
serotonina,

Estaremos pendientes de las aportaciones futuras de los Dres. Barroso y Var-
gas en tema de tan gran interés.



