ESTRUCTURA EN LA FIBRA MUSCULAR LISA
RELACIONABLE CON EL METABOLISMO
LOCAL DE AMINAS ARGENTAFINES'

Dges. Isaac CosTeErRc® ¥ Rosario Barroso-MocugL2

DESDE 1966 estamos estudiando el

posible significado funcional de
una estructura micrbscépica, propia de
las fibras musculares lisas y que encon-
tramos casualmente al analizar las cé-
lulas argentafines que contiene el tumor
del cuerpo carotideo. Para explicar el
estado actual de nuestros conocimien-
tos sobre dicha estructura y sobre la
idea que nos hemos formado acerca de
su papel en las actividades del musculo
liso, es conveniente referirnos primero
a ciertos antecedentes histoquimicos so-
bre los que se basan nuestras conclu-
siones.

En la figura 1 vemos el color ocre de
la médula de la céApsula suprarrenal,
que adquiere cuando el reactivo fija-
dor de la pieza anatémica contiene bi-
cromato de potasio, reaccién quimica
llamada cromafin y descrita por Hen-
le en 1865.2 Cuando la capsula supra-
rrenal se reduce a cortes histolégicos y
éstos se tifien con las anilinas conven-
cionales, el tono ocre de la pieza ma-
croscépica resulta debido a que las cé-
lulas medulares contienen en el

1 Trabajo presentado en la sesién ordina-
ria del 19 de febrero de 1969.

2 Académico numerario, Instituto Nacio-
nal de Cardiologia.

citoplasma granulaciones tefiidas en to-
nos amarillentos por el bicromato; di-
chos tonos amarillos se distinguen con
dificultad cuando la imagen microscé-
pica se ilumina con lampara de in-
candescencia. Entonces conviene contra-
tefiir las células cromafines con un reac-
tivo azul que, al sumarse al amarillo
de la fijacién, produce tonos verdes
ficiles de diferenciar del color bésico
adquirido por las células corticales, se-
gln puede observarse en la figura 2.
Pronto se vino a demostrar que la
reaccién cromafin estd producida por
las catecolaminas contenidas en la mé-
dula suprarrenal de cuyos extractos
Abel en 1899 y Takamine en 1901
aislaron independientemente la adrena-
lina, y después Von Euler, en 1945, en-
contré noradrenalina?® La intensidad
de la reaccién cromafin en el citoplas-
ma de las células en la médula supra-
rrenal es proporcional a la concentra-
cion de las aminas. La reaccién de
Henle resulté muy util para descubrir
los paraganglios que se encuentran dis-
tribuidos irregularmente por la cavidad
peritoneal, singularmente hacia la pel-
vis menor; en efecto, basta rociar so-
bre el peritoneo una solucién diluida
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Fie. 1. Reaccién de Henle; la médula suprarrenal ha tomado color peculiar al fijarse la
pieza en bicromato de potasio.

Fre. 2. Reaccion de Henle; los tonos amarillos del bicromato de potasio han wvariade a
tonos verdes por el azul de metileno contenido en el reactivo de Giemsa.
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de bicromato potésico y lavar a los po-
cos minutes con una corriente abun-
dante de agua, para que los paragan-
glios destaquen por su color ocre. La
médula suprarrenal y los paraganglios
estan formades, por lo tante, por célu-
las que scgregan catecolaminas, las
cuales se manifiestan morfolégicamente
a modo de granulaciones intracitoplds-
micas cromafines.

Tie. 3.
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cién llamada argentafin, cuyo signifi-
cado histoquimico se aclaré mediante
una serie de investigaciones. Vialli y
Erspamerf aislaron del intestino una
substancia con gran actividad farmaco-
légica a la que llamaron enteramina:
Erspamer y Asero? identificaron la en-
teramina como  5-hidroxitriptamina;
Lenbek8 encontré grandes cantidades
de 5-hidroxitriptamina en un tumor

Reaccién argentafin; las células de Kultschitzky de la mucosa digestiva aparecen

como manchas negras por la precipitacién de plata sobre las granulaciones intracitoplasmicas.

Algunes afios més tarde de que los
conocimientos apuntados fuesen cono-
cidos, y realizando estudios de indole
muy diferente, Masson* noté que las
células descritas por Kultschitzky en la
mucosa del tubo digestivo, contenian
granulaciones intracitoplasmicas capa-
ces de reducir las soluciones de plata
~moniacal después de una fijacion en
formalina. Se trata ahora de una reac-

carcinoide del intestino; Page? encon-
tré en el plasma sanguineo una subs-
tancia hipertensora a la que denomind
serotonina; Udenfriend y Weisshach'®
precisaron que la serotonina se encuen-
tra en las plaquetas, donde se protege
de las monoaminoxidasas a las que la
serotonina, es muy sensible; el Gltimo
lugar de esta serie de descubrimientos
corresponde a Sjoerdsma, Smith, Ste-
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venson y Udenfriend™ quienes demos-
traron la identidad entre la serotonina
y la enteramina, probando que el pro-
ducto final del metabolismo de la 3-
hidroxitriptamina es el acido 5-hidro-
xindolacético, que se elimina por la
orina.

En la figura 3 se presenta el resulta-
do de la reaccién argentafin en la mu-
cosa intestinal del conejo normal. Las
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serotonina.l2 El uso de ambos proce-
dimientos histoquimicos demostré cémo
la células de Kultschitzky, que sirvie-
ron para descubrir la reaccién argenta-
fin, son también débilmente cromafi-
nes; y al revés, las células cromafines
de la médula suprarrenal y de los pa-
raganglios reducen la plata amoniacal,
aunque no con la intensidad y la rapi-
dez de las células de Kultschitzky. En

Fic. 4. Reaccién argentf‘m las manchas negras de la microfotografia corresponden a las
células de la médala suprarrenal normal.

manchas obscuras del corte histolégico
son células de Kultschitzky cuyas gra-
nulaciones citopldsmicas abundantisi-
mas y dispuestas en concentracién den-
sa, han retenido en forma de precipita-
do negro a la plata de los reactivos co-
lorantes,

La reaccién cromafian no es especi-
fica para las catecolaminas ni la reac-
cién argentafin es exclusiva para la

la figura 4 se reproduce la reaccién ar-
gentafin en la médula suprarrenal hu-
mana, demostrada en un caso favorable.

Como deberfa esperarse por sus re-
sultados en los cortes histoldgicos, las
reacciones cromafin y argentafin pue-
den explicarse desde el punto de vista
quimico de manera semejante. Verne
en 1922 y Lison en 1931-3218 puntua-
lizaron que todas las granulaciones in-
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tracitoplasmicas que dan reaccién cro-
mafin y reaccidn argentafin contienen
polifencles como los catecoles, aminofe-
noles come el indol, y que se trata
de poliaminas, ya sea en posicién orto
(catecol}, ya en posicion para (indol).
La oxidacién de estos cuerpos propor-
ciona ortoquinonas o gquinonaimidas,
respectivamente. El formol de los reac-
tives fijadores favorece la ciclizacién de
las catecolaminas para formar precur-
sores de las ortoquinonas, y la cicliza-
cibn de la serotonina para formar
harmalina, precursores de la quinonai-
mida. El resultado final es la oxidacién
para formar, de las catecolaminas, or-
toquinonas; y de las indolalquilaminas,
quinonaimidas.

En el caso de la reaccién cromafin
el bicromato potésico reacciona con el
precursor del adrenocromo y lo oxida,
llevandose dos hidrogenos para formar
otras tantas moléculas de hidréxido de
potasio, tribxido de cromo, oxigeno,
eromo metdlico que precipita y adreno-
cromo. 1e manera semejante, el bicro-
mata de¢ potasic reacciona con la
harmalina y la oxida, llevindose dos
hidrégencs para formar otras tantas
moléculas de hidréxido de potasio, tri-
4xido de cromo, oxigeno, cromo meta-
lico y quinonaimida.

En la reaccién argentafin el hidréxi-
do de argentamonio, que es la forma
quimica activa de las sales amoniacales
de plata, reacciona con el precursor del
adrenocromo, llevindose dos hidrégenos
del difenol para producir dos moléculas
de agua, plata metalica que precipita,
dos moléculas de amoniaco v ortoqui-
nena. Del mismo modo, la harmalina es
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reducida por el hidréxido de argenta-
monio, llevindose un hidrégeno del
carbono 5 del indol y otro del nitro-
geno del anillo central de la harmalina,
para producir agua, plata, amoniaco y
quinonaimida.

El propésite al detallar las reaccio-
nes quimicas anteriores es presentar el
hecho, del que nosotros estamos con-
vencidos, segtin el cual las reacciones
cromafin y argentafin, por supuesto
cuando se realizan con la precisién que
cxigen todas las operaciones quimicas,
demuestran un valor de suficiente es-
pecificidad para confiar en ellas. En
consecuencia, las reacciones cromafin y
argentafin son equivalentes, préctica-
mente. especificas para las catecolami-
nas (adrenalina, noradrenalina, dopa-
mina) y para la serotonina (J5-hidroxi-
triptamina). En las investigaciones
histoquimicas correspondientes, resulta
preferible usar la argentafinidad, que
da tonos negros, puesto que la reaccién
cromafin se traduce en tintes amari-
lles de identificacién a veces equivoca.

Con los antecedentes expuestos, se
comprénde facilmente lo que sigue.

Usando las técnicas de Del Rio Hor-
tega,!4 modificadas por Barroso-Mo-
guel, para la argentafinidad,'® encon-
tramos casualmente que las fibras
musculares lisas presentes en la capa
media de arteriolas y vénulas, tienen
granulaciones argentafines. El material
que primero nos llamé la atencién se
trataba de cortes de un tumor del cuer-
po carotideo -que tenia células argen-
tafines entre las de su parénquima
especifico. Estas células argentafines,
que nos tocd a nosotros observar por
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primera vez, son el substrato morfols-
légico de la noradrenalina elaborada
por el tumor y demostrada mediante
procedimientos quimicos por Glenner,
Crout y Roberts. A su vez, la noradre-
nalina elaborada por el tumor es la
directamente responsable de la hiper-
tensién que entonces presenta el en-
fermo. Ta figura 5 contiene la mi-
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presencia de granulaciones argentafines
es un hecho comin a practicamente
todas las fibras musculares lisas que
hemos estudiado hasta ahora, aunque
nos haya parecido que la reaccién es
particularmente intensa en las arterio-
las y wvénulas periféricas de los enfer-
mos con hipertensién arterial esencial.
Cuando el material resulta adecuado,

Fic. 5. Reaccién argentafin positiva en las fibras musculares lisas de la capa media de
una vénula. Ll vaso estaba en un quimiodectoma del cuerpo carotideo.

crofotografia de una vénula, pertene-
ciente al caso sefialado, y en ella se
puede notar que todas las fibras mus-
culares de la capa media vascular es-
tan intensamente tefiidas por la plata.
En la figura 6 se observan vasos pre-
capilares, también con reaccién argen-
tafin muy intensa en las fibras lisas que
los envuelven.

Pronto pudimos comprobar que la

la estructura argentafin de las fibras
musculares lisas vasculares se muestra
con su aspecto caracteristico en los cor-
tes transversales. Asi, en la figura 7,
vemos que cada fibra muscular queda
correctamente limitada por granulacio-
nes negras, algunas alargadas en forma
de bastoncitos cortos, siempre forman-
do una sola linea muy bien definida
a nivel de su contorno. Mayor aumen-
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Fie. 6. Reaccion argentafin positiva en las fibras musculares de vasos precapilares, situa-
dos en el estroma de un tumor del cuerpo carotideo.

Fra. 7. Detalle dela morfologia de la estructura argentafin en las fibras musculares

lisas cortadas de través; se trata de granulaciones situadas a nivel de la superficie celular.
Apéndice iliocecal humano.
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to (Fig. 8) reproduce mejores detalles
de la estructura argentafin, que se com-
porta con caracteres constantes. La (ni-
ca diferencia que hemos notade entre
uncs casos y otros es la intensidad de
la reaccién, que varia desde tonos gri-
ses muy palidos al negro puro, como si
la concentracién de la substancia ar-
gentafin pudiese variar entre limites
muy amplios.

& 5

o

Fic. 8. Granulaciones argentafines
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nes en el contorno celular podria repre-
sentar una forma de almacenamiento
de la noradrenalina en el puntn de
su penetracién en el protoplasma con-
tractil. Es decir, puede ocurrir que las
estructuras descubiertas por nosotros en
las fibras musculares lisas representen
la expresién morfolégica de las condi-
clones que se consideran necesarias para
la activacién de los receptores adrenér-

suferficiales de las fibras musculares lisas situadas

en una vénula. Estroma de un tumor carotideo.

Se acepta generalmente que la con-
centracion y el tono de las fibras mus-
culares lisas se regulan a través de la
noradrenalina procedente de las ter-
minaciones nerviosas locales. Puesto que
dicha noradrenalina debe alcanzar el
cuerpo de la célula contractil desde
su superficie externa, nos parecié que
la presencia de granulaciones argentafi-

gicos. No ignoramos que las investiga-
ciones farmacolégicas referentes a di-
chos receptores tienden a afirmar que
el receptor adrenérgico mismo no debe
tener representacion morfolégica, pues-
to que su activacién parece realizarse
por mecanismos de interaccién ezimi-
tica.}é-18

Con propésite de analizar adecuada-
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mente nuestra hipétesis de trabajo, lo
primero que hicimos fue estudiar la
estructura argentafin de las fibras mus-
culares lisas con microscopio electréni-
co. Puesto que las granulaciones se ven
perfectamente con el microscopio ordi-
nario, tenfamos la esperanza de que su

- = s " $ v

Fie. 9. Morfologia y distribucién de las granulaciones argentafines en las fibras mus-
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finidas de como aparecen en el micros-
copio de luz, estin depositadas efecti-
vamente a nivel de la superficie celular,
sin que se distinga con la técnica men-
cionada ninguna estructura particular
en relacién con las granulaciones.
Pensamos entonces que estibamos

culares lisas, demostradas con el microscopio electrénico. Las secciones con el ultramicro-
tomo se hicieron a partir de cortes histolégicos tefiidos, Preparacién y fotografia dtl Dr. A.

Trillo.

verdadera estructura fina y su precisa
localizacién se distiguiesen al emplear
mayores aumentos y mejor resolucién.
En efecto, nuestro colaborador Trillo,
buscé la ultraestructura de nuestros cor-
tes tefiidos con plata; el resultado se
presenta en la figura 9. Las granu-
laciones, mucho mas finas y mejor de-

ante un problema técnico. En efecto,
la reaccién argentafin exige de los teji-
dos en solucién acuosa de formol al
10%, en tanto que buenos cortes para
microscopia electrénica sélo pueden ob-
tenerse previa fijacién en Acido ésmico
o en gluteraldehido. Por ello estamos
intentando adaptar la reaccién argen-
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tafin a dicho fijador, o las técnicas elec-
trénicas a la fijacién formolica; las dos
cosas hasta ahora sin buenos resultados.
A consecuencia de las dificultades téeni-
cas mencionadas, que nos impiden ob-
tener imégenes confiables de argentafi-
nidad con el microscopio electrénico,

R R
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Fiec. 10. Fotografia electrénica mostrando los bordes de fibras musculares lisas no
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lares lisas presentan a nivel de la mem-
brana ciertas vesiculas caliciformes, muy
semejantes a las vesiculas pinocitésicas,
como puede verse en la figura 10. Néte-
se que dichas vesiculas se asocian en
hileras, situadas precisamente en los
lugares donde se deposita la plata re-

. < b 10

impregnadas con la plata, para demostrar las vesiculas agrupadas en series, estructura ex-
clusiva de la variedad celular mencionada. Preparacién y fotografia del Dr. A. Trillo,

nos hemos reducido a comparar las
imagenes del microscopio ordinario ob-
tenidas de cortes con la técnica de ar-
gentafinidad, y las imagenes de fibras
musculares lisas normales observadas
con el microscopio electrénico. Estas ul-
timas demuestran que las fibras muscu-

ducida. Dichas vesiculas no se despla-
zan hacia el interior del citoplasma, co-
mo normalmente hacen las vesiculas
pinocitésicas. Es decir, cabe la posibili-
dad de que tales vesiculas, que han sido
reconocidas como formaciones singulares
para las fibras musculares lisas, sean la
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imagen electrénica del depésito de subs-
tancias argentafines, concretamente de
la noradrenalina que se necesita para la
activacién del receptor adrenérgico,
con arreglo a su conocida expresion
cuantitativa,

Otra prueba que hemos realizado
hasta ahora y que consideramos de re-
sultados favorables a nuestra concep-
cién teédrica, ha consistido en someter
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pierden su argentafinidad, se desplazan
a diferentes alturas de las glandulas in-
testinales v llegan a desaparecer, como
puede notarse en la figura 12, corres-
pendiente a un animal reserpinizado.
En las fibras musculares lisas del tubo
digestivo de los mismos animales, las
estructuras argentafines se ven con el
aspecto reproducido en la figura 13. El
corte histolégico es oblicuo en relacién

Fie. 11.

Las células con intensa reaccién argentafin que se extienden de arriba abajo en

el centro de la figura son células de Kultschitzky del tubo digestivo normal de rana.

ranas al efecto de la reserpina.l* Las
células de Kultschitzy, que nos han
servido de testigos, se ven normalmente
como se reproduce en la figura 11: ma-
sas de granulaciones negras en torno a
nicleos incoloros, todas ellas acumula-
das a un mismo nivel de las glandulas
en el tubo digestive. Por la accién de
la reserpina, las células de Kultschitzky

con el eje mayor de las fibras muscula-
res lisas, v permite ver bien las granu-
laciones argentafines dibujando los li-
mites entre las células contrdctiles. En
el animal reserpinizado, segin se ve en
la figura 14, las granulaciones argen-
tafines desaparecen de manera que los
limites entre las fibras musculares que-
dan imprecisos. Como es sabide, la re-
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o T, Botdess ik

Desplazamiento y degranulacién de las células de Kultchitzky de rana como
consecuencia de un tratamiento con reserpina.

Sl T SOOI A
Fig. 13.

Aparato argentafin de las fibras musculares del tubo digestivo de la rana normal.
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serpina actiia come elemento vaciador
de las catecolaminas y de la serctonina
en las células normales. Por lo tanto,
nuestra suposicién de que la argentafi-
nidad de las fibras musculares lisas pue-
de ser debida a almacenamiento de
noradrenalina, permanece firme a la
vista de los resultados que acabamos de
exponer.

En trabajos anteriores, que comen-
zaron a publicarse en 1963,20-22
diamos con detalle lo que llamamos el
sistema argentafin. Con esta expresién

estu-

Fie. 14. Desaparicién del aparato argentafin de las fibras
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jantes, suponemos que su papel
funcional es también parecido. Por lo
que sabemos hasta ahora, las células
de la médula suprarrenal y de los pa-
raganglios son elementos ectodérmicos
estrechamente emparentados por su
rama genética con las neuronas, y que
se han especializado en elaborar cateco-
laminas. Las propias células nerviosas,
en especial las que componen el sistema
nervioso simpitico, también elaboran
catecolaminas, aunque aparentemente
nunca llegan a contenerla a altas con-

musculares del tubo digestivo

de la rana reserpinizada.

hemos querido designar a las célullas,
repartidas por todo el organismo, que
contienen en su citoplasma granulacio-
nes argentafines por almacenar cateco-
laminas o serotonina. Puesto que mani-
fiestan reacciones histoquimicas seme-

centraciones porque las usan para el
censumo local, en tanto que la médula
suprarrenal y los paraganglios se saturan
de catecolaminas antes de lanzarlas al
torrente circulatorio y, actuando enton-
ces como hormonas, realizan sus comple-
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jas funciones lejos del lugar dende se
originaron. Las catecolaminas circulan-
tes se encuentran en el plasma sangui-
neo, pero también tienden a almacenar-
se en baja concentracién en el citoplas-
ma de muchas de las células sobre las
que act@ian., Por otra parte, las células
de Kultschitzky, segiin nuestras investi-
gaciones, representan el estadio termi-
nal de células, también ectodérmicas y
genéticamente emparentadas con las
neuronas (células S) que elaboran sero-
tonina a nivel de los ganglios nerviosos
viscerales. Dichas células liberan la se-
rotonina que elaboran, al misme tiempo
que emigran desde ganglios nerviosos
intersticiales hacia los tejidos envolven-
tes; la emigracién se hace de preferen-
cia a lo largo de los vasos sanguineos
delgados y entre las fibras lisas de los
planos musculares. En los érganos hue-
cos, como el tubo digestivo, su emigra-
cién termina a nivel del epitelio de re-
vestimiento y de sus repliegues glandu-
lares; es aqui donde las células
procedentes de los ganglios nerviosos
se estabilizan y almacenan la serotonina
que elaboran, haciéndose especialmente
visibles a los histologos.
Aparentemente muy poco o nada de
la noradrenalina y de la serotonina,
cuya procedencia acabamos de sefialar;
alcanza en circunstancias normales las
fibras musculares lisas de los vasos pe-
riféricos en el &rbol circulatorio del
circuito mayor. Sin embargo, es clasico
el conocimiento de que la inyeccién de
noradrenalina produce constriccién de
las artericlas distales y aumenta la pre-
sién arterial. La noradrenalina que con-
tinuamente alcanza a las fibras muscu-
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lares lisas de los vasos se cree que
proviene de las terminaciones nerviosas
vecinas. Pensamos que el substrato
morfolégico de la fijacién y del almace-
namiento de noradrenalina en las fi-
bras musculares lisas de los vasos esta
representado por las estructuras argen- |
tafines que hemos descrito en este tra-
bajo y que pueden constituir la repre-
sentacién indirecta de los receptores
adrenérgicos correspondientes. Si estu-
viésemos en lo cierto, las estructuras a
las que nos referimos representarian el
aparato de cuyo contenido en noradre-
nalina dependeria la resistencia circu-
latoria periférica, a su vez reguladora
de la tensién arterial sistémica.
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COMENTARIO OFICIAL

Dr. RaracL Minpez!

OMENTAR, aunque sea de pasada, la téc-

E nica del Dr. Costero, suena a redun-
dancia inttil. El sello de la maestria de
Costero se ha esparcido con la formacién de
una escuela que se extiende a todos los pai-
ses de habla hispana de nuestro Continente.
Comenzd a usar Costero las técnicas ar-
génticas en 1925, con uno de los mis des-
tacados de sus descubridores, Don Pio del
Rio Hortega, vy desde 1937 ha inculcado su
utilidad a sus docenas de discipulos. Uno de
ellos, la Dra. Barroso-Moguel, no sélo las
asimilé para sus investigaciones, sino que es

1 Académico titular. Instituto Nacional

de Cardiologia.

autora de una de sus mds importantes mo-
dificaciones.

Las técnicas argénticas no son ficiles de
utilizar; no obedecen a férmulas fijas, sino
que sus resultados dependen de pequefias
variantes, sélo manejables por un observador
experimentado y profundo conccedor de la
morfologia. Y para qué hablar ante ustedes
de la confianza de estas técnicas en manos
de los doctores Costero y Barroso-Meguel.

A la vista de las bellas ilustraciones que
acabamos de observar, la estructura argen-
tafin encontrada por los autores del trabajo
en la superficie de las fibras musculares lisas,
puede considerarse como un hallazgo morfo-



