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CAS.— Boletin de la Sociedad Espariola de .
Historia Natural, enero de 1925. '
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Condrioma y granulaciones especificas
de las células neurdglicas

por

P. del Rio-Hortega.
(Léms, I1I a VIL.)

Desde que se conoce, gracias a los estudios de Nageotte, Ma-
was, Fieandt y Achicarro, la presencia de inclusiones granulares
en el protoplasma de las células neurdglicas y se admite por mu-
- chos la significacién glandular de la neuroglia, preocupa a los neu:
- rélogos todo lo referente a su actividad secretora, a la que ha lle-
- gado a asignarse extraordinaria importancia.

: La existencia de fendmenos de secrecién activa en el proto-
“plasma de las células neuréglicas fué observada primeramente por
elmm (1910). quien desc s mitocondrias propias de los
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los descritos por Altmann en las células glandulares. Entre las gra-
nulaciones pequeifiisimas, incolorables por la fucsina; las de talla
algo mayor, tingibles en rojo intenso por el método de Altmann, y
las mds voluminosas con centro claro, existirian todos los grados
de transicion.

Las observaciones de Nageotte fueron efectuadas en la corte-
za cerebral del conejo y del cavia, principalmente en las expan-
siones neurdglicas que se implantan en los vasos, y a cuyo alrede-
dor se produce una retraccién del tejido que favorece la percep-
cién de las granulaciones. Estas, sin embargo, existirian en todos
los apéndices gliales, puesto que, segrin el sabio francés, muchos,
y acaso todos los granos esparcidos por la substancia gris, fuera
de las células nerviosas, pertenecen realmente a la neuroglia.

De las interesantes observaciones anotadas, deduce Nageotte
que /a neuroglia es una gldndula intersticial aneja al sistema
nervioso 1. _

Casi al mismo tiempo que Nageotte, Mawas observé que las
células ependimarias y neur6glicas de los vertebrados mostraban
variaciones de cromaticidad nuclear semejantes a las conocidas
en los elementos glandulares, y que tanto el protoplasma como
las prolongaciones de aquellas células contenian formaciones mi-
tocondriales, granos de secrecién e inclusiones lipoides. En las
células ependimarias situédbanse los condriocontos preferentemen-
te en la zona supranuclear; en las células neuréglicas disponianse
los filamentos mitocondriales sin orden alguno en el protoplas-

_ma y alrededor del niicleo. Los granos de secrecién estarian muy
desarrollados en ciertos animales (rana, etc.), existirian en todas
las prolongaciones y fibras neurdglicas y serian comparables a
las formaciones descritas por Renaut como granos indicadores
de neuroglia y a lo llamado givre de Boll. En cuanto a las inclu-
siones, ocuparian las partes protopldsmicas exentas de condrio-
ma, dando las reacciones de la mielina las vesiculas y gotillas
lipoides.

Todas estas observaciones, casi idénticas a las de Nageotte,
condujeron a Mawas a un juicio semejante: la neuroglia seria
una inmensa gldndula difundida por todo el sistema nervioso,

' Nageotte, «<Phénoménes de sécrétion dans le protoplasme des cel-

lules névrogliques de la substance drises, Compt. rend. de la Société
de Biologie, t. LXVIII, pag. 168, 1910.
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comparable a la que constituyen las células ragiocrinas en el seno
del tejido conectivo 1.

Fieandt, en 1911, al estudiar la estructura del tejido neurdgli-
co, comprueba la presencia de formaciones granulosas dentro del
reticulo glial de la substancia gris de diferentes animales. Consi-
dera a tales granulaciones como plasmosomas o citomicrosomas de
tipo especial, a los que denomina g/iosomas en tanto que se
tifien con el método de la hematoxilina wolframica 2 propuesto por
él. Segin Fieandt, los citomicrosomas deben ser considerados en
parte como mitocondrias. La fina red glial con granulos existente
en la corteza cerebral podria ser considerada como un condrio-
mitoma reticulado 2.

! Mawas, «Note sur la structure et la signification glandulaire pro-
bable des cellules névrogdliques du systéme nerveux central des verte-
brés». Compt. rend. de la Societé de Biologie, t. LXIX, pag. 45, 1910.

? Fieandt, «Eine neue Methode zur Darstellung des dliadewebes
nebst Beitriiden zur Kenntnis des Baues und der Anordnung der Neu-
roglia des Hundhirns». Arch. fiir mikrosk. Anatomie, t. LXXVI, 1910.

% Esta interpretacion concuerda perfectamente con la vieja tesis de
los histopat6logos alemanes referente al synecyfium neuréglico, que to-
davia algunos autores de mérito persisten en sostener, apoyéndose en
los resultados de técnicas imperfectas y desdefiando las bellisimas
iméddenes que suministra el método 4urico de Cajal, y las menos per-
fectas, pero igualmente demostrativas, que se obtienen con nuestra
técnica al carbonato de plata. Los modernos métodos de impregnacién
metélica, resolviendo cada vez mejor las mds intrincadas estructuras,
van reduciendo el nimero de las de tipo syncytial.

En cuanto al spneytinm neurdglico, si para rechazarlo no bastasen
los argumentos morfolégicos aportados por Cajal, Achiicarro, etc., po-
drian buscarse en la histogénesis. La trama neurdéglica no se forma por
emigdracién en masa de corpisculos anastomosados, sino por disloca-
cién aislada de células ependimarias, que, dracias a su independencia,
pueden emigrar y alejarse del punto de partida. La emigracion de glio-
blastos unidos por bridas transversales no seria posible, como no lo es
tampoco que un corpiisculo conectivo, convertido en macréfago, se mo-
vilice sin romper las ligaduras que le asocian a elementos congéneres.

Ahora bien; si el spneptiumm neuréglico no puede resultar de la
persistencia de anastomosis originarias, multiplicadas cada vez més al
ramificarse las células, tampoco es posible que se forme por soldadu-
ra de los apéndices neurdglicos. Podrd haber encuentros, cruces y con-
tactos cabo con cabo: pero no tan amplias uniones que hagan de todo
ol tejido glial una trama de tres dimensiones, provista de espesamien-
tos protoplésmicos nucleados.

Los argumentos aportados por numerosos investigadores y nues-
L]
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Segiin Fieandt, los gliosomas, a mitocondrias, se acumulan a
menudo alrededor de la esfera de las células neurd6glicas, pudien-
do mezclarse con ellas, no rara vez, formaciones semejantes a
pseudocromosomas o a condriocontos. Estos dispondrianse con
frecuencia radialmente en relacién con el microcentro 1.

Los autores mencionados coinciden, pues, en afirmar la exis-
tencia de granulaciones neurdglicas, pero sus ideas no aparecen
claramente expresadas en cuanto a la diferenciacién de condrioso-
mas verdaderos y granulaciones especificas (gliosomas, granos de
secrecién), ni tampoco en cuanto a su situacién respectiva. Las
investigaciones de Achiicarro y Cajal, efectuadas con sus técni-
cas originales, nos ofrecen nuevos datos sobre los gliosomas, con
nuevas sugestiones respecto a su significacion.

Achiicarro, aplicando al estudio de la neuroglia su método ta-
noargéntico, confirmé en 1913 la existencia de abundantes granos
ovales, redondos o alargados, situados en el protoplasma de la
glia cortical, y visibles a veces en preparaciones donde los apén-
dices neurdglicos no estaban tefiidos. Al estudiar Achiicarro lare-
lacién de tales granulos con las fibras neuréglicas, sefiala la opo-
sicién aparente entre unos y otras, puesto que los gliosomas abun-
dan en las zonas medias y profundas de la corteza donde existe
neuroglia protopldsmica y escasean en la zona marginal y alli
donde existe neuroglia fibrosa. Achiicarro deduce, de acuerdo con
Fieandt, que las mitocondrias desaparecen en parte con la produc-
cién de fibras, sin que esto quiera decir qie se empleen en su for-
macion. Por el contrario, Achiicarro atribuye a los gliosomas un
papel més elevado.

_ Aceptando las ideas de Nageotte sobre la secrecién neurdgli-
ca, busca Achiicarro una semejanza entre ella y la testicular e
imagina que la neuroglia, ademds de una secrecién relacionada con

tra propia reflexion, nos conducen a negdar la existencia del syneytium
neurdglico tal ¥ como lo imaginaron Held, Fieandt y Hardesty, y como,
méas modernamente, sostienen Spatz, Metz, Holzer, etc., de la escuela
de Spielmeyer. Nuestro juicio no vacila al nedar la existencia de syncy-
tinms formados a expensas de corptisculos emigrantes, ni al creer po-
gibles solamente tales estructuras entre elementos que proliferan sin
desplazarse. 4

! Fieandt, «Weitere Beitriige zur Frade nach der feineren Struk-
tur des Gliagewebes», Ziegler's Beitrdge zur path. nat. und Aallg.
Pathol., t. XL, pag. 247, 1911,
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el funcionamiento nervioso, podria tener una secrecién interna,
vertida en el aparato vascular, que colaboraria a la armonia de las
correlaciones quimicas del organismo. ;

De acuerdo con esta hipétesis, los fendmenos de vasodilata-
cién y vasoconstriccién que acontecen en los estados emocionales
podrian relacionarse con la descarga vascular del producto elabo-
rado por la neuroglia; ciertas alteraciones del tiroides y testiculo
halladas con frecuencia en enfermedades mentales serian efectos
secundarios a las lesiones neuréglicas; las enfermedades funcio-
nales, en fin, sin lesién aparente de las células nerviosas, podrian
quizas explicarse por perturbaciones de la secrecién neuréglica 1.

En los trabajos de Achticarro queda puntualizado cuanto atafie
al caracter endocrino de la gldndula neuréglica, con ingeniosas
intuiciones fisiopatolégicas que elevan la jerarquia de la trama
intersticial de los centros nerviosos, considerada por Ranvier y
Weigert como homoéloga del tejido conjuntivo y con funcién me-
ramente pasiva de sostén y rellerio 2. En adelante, pruébese o no
que elabora un producto que acttia sobre las células nerviosas so-
lamente, o cuyos hormones influyen, en correlacién con los de
otras gldndulas, sobre el organismo todo; concédasele un papel tré-
fico o antitéxico, no serd ya posible asignar a la neuroglia un ofi-
clo asilador o de sostén, aunque lo desempefie pasivamente.

En su magistral estudio sobre la neuroglia del cerebro humano,
publicado en 1914, Cajal describe con absoluta perfeccién los
gliocitos protopldsmicos de la substancia gris, demostrando la es-
tructura esponjosa de su cuerpo y expansiones, revelada con el
método durico, y sefialando la presencia en ellos de esférulas pig-
mentarias, cuerpos vesiculosos y gliosomas tipicos, coloreados
éstos con la técnica del formol urano, para la que ofrecen una ape-
tencia extraordinaria. ;

Los gliosomas al6janse, segiin Cajal, tanto en el soma y pro-
yecciones comunes como en los pies o chupadores perivasculares

1 Achicarro, «Notas sobre la estructura y funciones de la neuroglia
y en particular de la neuroglia de la corteza cerebral humanay. 7raba-
Jos del Lab. de Inv. Biol., t. XI, 1914,

Achiicarro, «De I'évolution de la névroglie et spécialement de ses
relations avec I'appareil vasculaires. 7rabajos del Lab. de Inv. Biol.,
t. XIII, 1915,

' Las modernas investigaciones tienden a ennoblecer también la
funcion del tejido conectivo.



6 BOLETIN DE LA REAL SOCIEDAD ESPANOLA (39)

y en el plexo formado por ellos sobre la adventicia; tienen forma
ovoidea o elipsoidal, a veces bacilar, y su talla es variable, pu-
diendo corresponder los mds finos a las granulaciones de Altmann,
y los més gruesos al producto de secrecién o elaboracién celular.
Los dibujos excelentes con que Cajal ilustra su descripcion prue-
ban la exactitud de sus observaciones, no alcanzada por autores
precedentes.

En cuanto a la interpretacién morfolégica de las granulaciones
gliales, Cajal no admite, como Eisath, que representen el material
de construccién de fibrillas, sino que se inclina en favor del ca-
récter mitocondrial sostenido por Nageotte, aunque reconoce que
entre mitocondrias y gliosomas hay reacciones comunes y diver-
gentes; el método de Achiicarro selecciona exquisitamente las mi-
tocondrias y tifie también los gliosomas; el formol urano revela
solamente los ultimos.

Cajal considera todavia inmatura la indagacién para toda ela-
boraci6n teérica, pero cree muy plausible y rica en sugestiones,
en el dominio de la patologia mental, la hipétesis de Nageotte y
Mawas, aprobada y ampliada por Achiicarro 1.

Inspirandonos en los trabajos de nuestros maestros Cajal y
Achiicarro, y deseosos de ampliar sus investigaciones y de probar
la exactitud de sus ideas, desde 1916 hemos prestado gran interés
al estudio de los gliosomas, efectudndole, en diversas circunstan-
cias, con los métodos del tanino-plata y del formol-urano. Los re-
sultados obtenidos después en coloraciones con carbonato argén-
tico, puramente confirmativos unas veces, otras veces indiciarios
de hiperactividad neuréglica y otras, en fin, probatorios de que
también existen granos de secrecién en la glia de escasas radia-
ciones, han sido expuestos en diferentes publicaciones. Nuestras
pesquisas han tropezado siempre con dificultades técnicas que ha-
cian estéril todo intento de descubrir evidencias de hiper e hipo-
actividad secretora en los casos en que deberian existir, de ser
cierta la hipétesis gliocrina de Nageotte y Mawas, con las suges-
tiones de Achtdcarro. No poseyendo técnica alguna capaz de re-
velar in foto los gliosomas correspondientes al estado normal, no
era posible interpretar las variaciones numéricas apreciables en
estados patolégicos y en circunstancias experimentales,

1 Cajal, «Contribucién al conocimiento de la neuroglia del cerebro
humanor. Zrabajos del Lab. de Inv. Biol., t. XI, pag. 265, 1914,
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En algunas experiencias encaminadas a demostrar si la pilocar-
pina, formaco activador de las secreciones, influia sobre la neuro-
dlia, apreciamos engrosamientos del protoplasma glial, mayor au-
rofilia que de ordinario y abundantisimos.gliosomas 1, sin que nos
fuera posible comprobar el aumento de elaboracién celular, por
faltarnos preparaciones de control en las que apareciese tefido
todo el contenido gliosémico normal.

Las dificultades de técnica han restado también eficacia a las
experiencias con tiroidina efectuadas por Sacristdn 2, y han hecho
préicticamente estériles los esfuerzos de Valderrama y otros por
hallar cambios neurdglicos en los animales tratados con productos
opoterapicos (tiroidina, adrenalina).

Los gliosomas, clave del problema, eran desconocidos en el
tercer tipo 8 de neuroglia (oligodendroglia), que abunda mucho mas
que los tipos protopiasmico y fibroso y cobra cada dia mayor
interés. g

Al describir 1a glia de escasas radiaciones 4, dimos a conocer
la presencia de granulaciones abundantes en los corpiisculos inter-
fasciculares de la médula, cerebelo y cerebro. La oligodendroglia
del gato joven encerraba junto al nicleo y en las expansiones nu-
merosos granos de tamafio desigual y forma redondeada, ovoidea,
piriforme o bacilar, que recordaban mucho al condrioma ordinario,
del que diferfan esencialmente porque éste no se tifie, en iguales
condiciones, con el carbonato argéntico.

En la substancia blanca cerebral del nifio recién nacido y del
conejo de pocos dias, la oligodendroglia interfascicular mostraba
granulaciones redondeadas de variable talla, pero siempre mucho
mds gruesas que las anteriores y desigualmente coloreadas, como
sl estuvieran en disolucién; lo que se halla en perfecta armonia
con el aspecto que ofrecen los granos de secrecién. Lo sorpren-
dente de estas granulaciones era su talla, mayor de la asignada a
los gliosomas por todos los autores.

! P, del Rio-Hortega, «Alteraciones de la neurogdlia en la intoxica-
¢lén por pilocarpinay. Laboratorio. Barcelona, 1917.

Y Sacristdn, ¢Alteraciones de la neuroglia en un conejo hipertiroidi-
zadoy. Bol. de la Soc. Esp. de Biol., 1916.

* Evitese confundir esta variedad de neuroglia con el tercer ele-
mento de los centros o microglia.

* P. del Rio-Hortega, ¢«La glfa de escasas radiaciones (oligodendro-
dlin)». Bol, de la Real Soc. Esp. de Hist. Nat., enero de 1921. :
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Los gliocitos fibrosos de la capa molecular del cerebro conte-
nfan también gliosomas voluminosos; pero sus dimensiones eran
superadas por los existentes en la regién superficial de la protu-
berancia, bulbo y médula, y en la zona subependimaria medular
de los mamiferos jévenes (gato, perro y conejo, especialmente).

Las células de estos parajes posefan de uno a diez granos es-
féricos, de grande y desigual volumen, que llegaba a ser de cuatro
a seis micras. Pero estas gruesas granulaciones, propias de anima-
les jovenes y de lugares donde abundan las fibras meduladas, no
mostraban todas las reacciones colorantes de los gliosomas ordi-
narios, lo que podria atribuirse a diferencias quimicas y a la exis+
tencia de una especializacion secretora en cada tipo de células
neurdéglicas.

De la lectura de las referencias que preceden, en las que he-
mos querido presentar con algtin detalle el estado actual ! del pro-
blema gliocrino, dediicese que todavia falta mucho por. conocer
respecto a los gliosomas y que todas las conjeturas hechas en el
supuesto de la secrecién neuréglica esperan una confirmacion que
la técnica actual se niega a suministrar.

Como punto de partida urde dilucidar el parentesco del condrio-
ma verdadero y de los granos de secrecién, y se necesita buscar
el medio de di ferenciarlos facilmente, para evitar la confusién de
nombres y conceptos que se observa en todas las publicaciones
analizadas. Antes de proseguir la investigacion sobre la presunta
funcién neurdglica, y a fin de poder interpretar los resultados de
las experiencias, precisa distinguir lo que es puramente tréfico y
comtin a toda clase de células (condrioma) de lo que constituye
una elaboracion celular especifica (granos de secreci6n).

A fin de reanudar el estudio, largo tiempo interrumpido, de la
neuroglia en sus aspectos funcionales, hemos tratado de buscar
férmulas de tincién més asequibles y seguras que las ya utilizadas
para la investigacién de los gliosomas. Para lograr nuestro prop6-
sito hemos recurrido a la tincion con carbonato argéntico, previo el
uso de mordientes que favoreciesen su fijaci6n en las estructuras
granulares, y al cabo de diversos ensayos nos ha sido posible dar
con una técnica facil para la tincién del condrioma, y especialmente

! Ignoramos si existe alguna publicacién no analizada referente a
dranulaciones neurdglicas, Circunstancias especlales nos han privado
de consultar la literatura mds reciente,
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de los gliosomas, que, bien manejada, y quiza con algunas peque-
fias modificaciones, es susceptible de gran rendimiento, no sélo si
se trata de colorear las granulaciones gliales en un momento cual-
quiera y con fines puramente morfoldgicos, sino también si se desea
conocer las oscilaciones del contenido granular, y en tltimo térmi-
no de la secrecion, en circunstancias fisiologicas o experimentales.

Los mordientes que hemos ensayado, y que son més suscepti-
bles de suministrar resultados estimables en las tinciones con car-
bonato argéntico 1, son: 4cido tdnico; alumbre de potasa, alumbre
de amoniaco, alumbre de cromo y alumbre de hierro; sulfato de
cobre, acetato de cobre, nitrato de urano, acetato de urano, cro-
mato neutro de potasa, bicromato potasico, sulfato de niquel, etc.

Todos estos cuerpos son capaces de suministrar resultados
aprovechables cuando se aplican al estudio de diferentes estructu-
ras, no solo de los centros nerviosos, sino también de los diversos
tejidos; pero solamente algunos permiten obtener buenas colora-
ciones del condrioma y granos de secrecién, gliosomas entre ellos.
Quizas cuando hayamos estudiado detalladamente las apetencias
particulares de dichos reactivos, y una vez perfeccionada la téc-
nica de cada uno, demos una descripcién de sus aplicaciones y re-
sultados ttiles, entendiendo por tales los que aventajen a los que
dan los métodos conocidos, por su mayor electividad, constancia,
facilidad y rapidez de ejecucién.

TECNICA

La técnica seguida por nosotros para la tincién del condrioma
y dranos de secrecion consiste esencialmente en fijar las piezas en
formol # o formol-bromuro, adicionado de un mordiente, siguiendo
después alguna de las técnicas del carbonato argéntico.

! Desde que dimos a conocer en 1919 el empleo histolégico del car-
bonato ardéntico, venimos insistiendo sobre la posibilidad de sustituir
ente reactivo, con peores resultados, por la plata de Bielschowsky di-
Iulda, siguiendo las reglas denerales primeramente publicadas o las es-
peciales para casos diversos; huelda, pues, decir que también es apli-
cnble a la tincién de los dréanulos celulares, previo el uso de mordientes
¥ wiguiendo nuestra técnica.

' En nuestra prictica usamos casi exclusivamente el formol al 10
por 100, que constituye un excelente fijador citolégico, contra lo que
auponen muchos autores; pero consideramos posible el empleo de otros
filadores més acreditados (Flemming, Bouin, etc.), que quizas en algin
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Fijador-mordiente.—De los reactivos antedichos, el de mejo-
res resultados para la tincién del condrioma y granos de secrecién
es el alumbre férrico-aménico, adicionado al formol o formol-bro-
muro, a condicién de que se le deje obrar el tiempo necesario para
que penetre bien en los tejidos y éstos se endurezcan.

Siendo lenta su penetracién (un milimetro, aproximadamente,
cada dfa), se precisa que las piezas sean muy delgadas, aunque su
extension superficial sea de uno a dos centimetros.

El tiempo de actuacién del fijador-mordiente depende de la
temperatura: a 25-35°, dos a tres dias; a 10-20°, cuatro a ocho
dias. La fijacion puede prolongarse una o dos semanas en verano,
y hasta cuatro semanas en invierno, sin que por ello merme la co-
lorabilidad de los gliosomas. ’

La férmula de fijador que hasta ahora nos ha parecido més con-
veniente se compone de:

Formalina comercial.................. T 10 cm.®

oV A T W s BRI e O I 90 cm.?

Alumbre de hierropuro.........o.veunn.... 6a8ds
(filtrese).

En cuanto a los otros cuerpos mordientes, la proporcién en
que deben emplearse es aproximadamente la misma para los alum-
bres, algo menor para las sales de cobre y cromo y menor aun
para el nitrato de urano, que obra bastante bien en soluci6n al 1 6
2 por 100. La excesiva concentracién de algunos mordientes dificul-
ta mucho la préctica de cortes finos, por la rigidez y friabilidad que
adquieren los tejidos.

Impregnacion colorante.— Para la tincion del coﬁdrioma y
granulaciones especificas de la neuroglia, seguimos casi exacta-
mente la técnica del carbonato de plata, de la que pueden emplear-
se, al menos, tres variantes: la coloracion en frio, la coloracién en
caliente, y la doble impregnacién argéntica.

@) Tincion en frio.—Es la generalmente practicada para la
demostracion del condrioma, aunque también suministra excelentes
coloraciones gliosémicas. Puede aplicarse igualmente al estudio
del contenido granular de diferentes células glandulares.

caso puedan ser ventajosos. Una de las mejores cualidades de la for-
mula de carbonato argéntico por nosotros ideada es, justamente, la po~
sibilidad de su empleo previo el uso de diversos fijadores, con lo que
es posible lograr efectos casi inagotables,
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1.° Fijar las piezas, de dos a tres milimetros de espesor, en la
solucién de formol-alumbre de hierro, de dos a ocho dias.

2.° Seccionar por congelacién, procurando no congelar en ex-
ceso para que los cortes, excesivamente friables, no se fragmen-
ten. Las secciones deben tener unas 10 micras de espesor.

3.° Lavar por dos veces en agua abundante. El primer lavado
puede hacerse en agua con cinco o seis gotas de amonfaco, que
extiende y flexibiliza a los cortes. :

4.° Impregnar en licor de carbonato argéntico (férmula ordina-
ria), durante uno a cinco minutos, en relacién con la temperatura
del laboratorio.

5.° Lavar en agua destilada durante quince a treinta segundos,
cuidando no agitar demasiado a los cortes. :

La importancia de este lavado es considerable, puesto que a €l
se debe, en efecto, una parte de la selectividad del método. Si se
efectiia convenientemente, tifiese el condrioma . Si no se efecttia,
y los cortes pasan directamente de la plata al reductor, solamente
aparecen coloreadas las granulaciones mds voluminosas y enérgi-
camente impregnadas: los gliosomas.

6.° Reducir en formalina al 1 por 200. Para observar el con-
drioma conviene que los cortes adquieran color grisdceo en el re-
ductor. Los gliosomas destacan mejor en los cortes que adquieren
tinte rojizo.

7.° Virado en cloruro de oro al 1 por 600, reforzando ligera-
mente la coloracién por calentamiento suave o dejando los cortes
quince minutos en el bafio 4urico a la temperatura ordinaria.

8.° Fijacion en hiposulfito de sosa al 5 por 100.

Mediante esta técnica es facil obtener en el gato y el conejo
(animales solamente explorados) una coloracién aceptable o com-
pleta del condrioma de las células neurdglicas. Con frecuencia se
muestran también tefidos los condriosomas de las células ner-

viosas *,

' FEl agua acttia como diferenciador, disolviendo la plata que im-
pregna difusamente al tejido y cuya reduccion ulterior impediria per-
¢ibir los condriosomas celulares.

' Los finisimos condriomitos y mitocondrias que encierran las célu-
lnw nerviosas en su cuerpo y expansiones son siempre de dificil tincion.
El método de Achicarro y alguna de nuestras variantes nos han sumi-
nistrado imdgenes excelentes de dicho condrioma en células, por lo

* goneral, de gran talla. Mediante las técnicas a), b) y ¢), hemos obtenido
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b) Tincién en caliente.—Es aplicable principalmente a la tin-
cién de gliosomas, ofreciendo la ventajosa propiedad de mostrar a
la vez el cuerpo y expansiones neurdglicas, coloreadas con la in-
tensidad suficiente para no estorbar la percepcién de las granula-
ciones.

1.° Fijaci6n, dos a ocho dias 1.

2.2 Obtencién de cortes de diez micras, por congelacién.

3.° Lavado dos o tres veces en agua abundante, adiciondndola
seis a ocho gotas de amoniaco.

4.° Nuevo lavado, en agua destilada.

5.2 Coloracién en carbonato argéntico piridinado, calentando
a unos 45-50° hasta que los cortes toman un color tabaco claro 2.

6.° Lavado de uno a tres minutos en agua destilada 3.

7.° Reduccién en formalina al 10 por 100.

8. Virado 4urico, quince minutos en frio; puede reforzarse el
tefiido, calentando después suavemente.

9.° Fijacién en hiposulfito de sosa.

Esta técnica suministra tinciones, al parecer completas, de las
granulaciones especificas en los diferentes tipos de neuroglia y del
condrioma en todos los eleméntos nerviosos y neuréglicos, pudien-
do hacerse destacar con preferencia unas u otras granulaciones
con s6lo variar la concentracion del reductor; el formol al 10 6 5
por 100, revela preferentemente gliosomas; el formol al 1-,‘?9;' 00 .-
muestra también el condrioma de los gliocitos, y en part‘q”
células nerviosas; el formol al 1 por 400 suministra espléndi
coloraciones del condrioma en los somas neuronales y en los" 4%

coloraciones muy delicadas, tanto en drandes como en pe
ptisculos nerviosos. En los gruesos axones del bulbo y de 1
es dificil observar los condriocontos y mitocondrias que ocupa {
tersticios del haz neurofibrilar. o

* En piezas fijadas varios meses en formol-bromuro, se obtiene la
tincién de gliosomas con esta técnica, a condicién de poner los cortes
venticuatro horas en alumbre de hierro.

* Llénese de licor argéntico un vasito de 10 cm?, afiddase piridina,
tres dotas; introdtizcase los cortes; tdpese con un vidrio de reloj, con
la cara convexa hacia abajo; péngase en la llama sobre un cartén de
amianto; caliéntese hasta que al coder el vasito casi queme y agitese,
de vez en cuando, mientras se efectiia la tincion.

* Extréigase rdpidamente a los cortes del bafio colorante; déjeselos
reposar en una placa de Petri, durante uno a tres minutos, y trasldde-
selos después, uno por uno y previa ligera agitacion, al bafio reductor.
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nes gruesos. Para obtener una imagen mds demostrativa de los
gliosomas propios de la oligodendroglia es a veces conve.niente
diluir un poco el licor argéntico y afiadirle, ademés de la piridina
(cuyo papel es impedir la formacion de precipitados), unas veinte
gotas de alcohol de 95°.

¢) Doble impregnacién.— Hay ocasiones en que Ia_tincién de
los gliosomas se obtiene dificilmente siguiendo la técm.ca- a), ora
por accién imperfecta del fijador mordiente, ora por existir en los
tejidos algtin cuerpo que dificulta las reacciones colorantes. En
estos casos puede ser ttil la doble impregnacién argéntica.

Cuando interesa especialmente revelar el condrioma y grm.mla-

ciones especificas de las células ependimarias, e.s .convemente
practicar también la doble impregnacion, previa fijacion en mor-
diente bromurado:

8
FOrmol oe e s esnsains 3 AR SRR s 91;3 (‘:::'
AQUa .o ove v somioassnssesaisasasananane
Bromuro amOniCO....coesssesesasssaes saanns 2 g;.
Alumbrede hierro..osseeseseresnsassnassnans 6a8gs.,

que debe actuar por espacio de tres a cuatro dias.
1.° Fijacién en formol-alumbre o formol-alumbre-bromuro.
2.9 QObtencién de cortes finos, por congelacién.
5. Lavado, dos veces, en agua con varias gotas de amoniaco.
4.° . Lavado en agua destilada.
5.9 Inmersion durante diez a quince minutos en nitrato de pla-
ta al 2 por 100, que puede calenturseigeramente algunos minutos.
6.° Lavado rapido. )
7.° Impregnacién en carbonato argéntico durante un minuto.
8.° Lavado rapidisimo en agua destilada.
0. Reduccién en formol al 1 por 100.
40. Virado en frio, con ligero refuerzo al calor de la colo-
racion.
11, Fijacién en hiposulfito.
¥ La fijacion durante dos a tres dias en

4 Nitrato de urano. seossepvenasese S et rets K5 N IaQ'Q
Rormol.vaes isies e MR o ok B8 4 T IOOm.
AGUA v s vonivvosrgresssssantossssrssssessons 90 em

suele dar resultados muy estimables en la tincion de los gliosomas,
demostrandolos a veces espléndidamente tefiidos en las pregara-
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ciones efectuadas siguiendo preferentemente las técnicas @) y ¢).

Los gliosomas de la glia protoplasmica cerebral, asi como los de la

oligodendroglia, se manifiestan con toda su abundancia. Los resul-

tados mejores corresponden a la oligodendroglia interfascicular, de
la que nuestras mejores preparaciones est4n obtenidas previa fija-
cién formolurénica 1. La neuroglia protopldsmica y fibrosa se tifie

a veces bastante completamente, aunque con una palidez muy con-
veniente para la observacién de los gliosomas.

La doble impregnacién de los cortes fijados en formol-urano
mejora algo los resultados de la tincién en las granulaciones de
ciertos corptisculos, como las células de Bergmann.

La fijacién en formol-bromuro con 6 a 8 gs. por 100 de sulfato
de hierro, siguiendo las técnicas @) y ¢), con lavado eventual de
los cortes en alcohol de 95°, antes de la reduccién formélica, da
tinciones del condrioma nervioso y neuréglico, asi como de los
infundibulos y aparato filamentoso de Nemiloff de los tubos ner-
viosos medulados.

_ El cromato neutro de potasa, empleado en condiciones seme-
jantes a los otros fijadores, proporciona tinciones, a veces muy
completas y delicadas, de la neuroglia protopl4smica y fibrosa;
pero los gliosomas sélo destacan bien en los corpiisculos més pali-
damente coloreados. El protoplasma de las células nerviosas tien-
de a tefiirse con bastante intensidad y limpieza, mostrando a me-
nudo sus condriosomas muy netos. En la doble impregnacién, los
resultados se modifican poco.

En cuanto a los resultados del bicromato potésico, tanino, sul-
fato de cobre y acetato de cobre, no son estimables junto a los
que se obtienen con los demas mordientes. Los alumbres de cro-

mo, de potasa y de amonio tampoco aventajan en nada al alumbre
de hierro 2.

'S

! Esta fijacién permite estudiar en el bulbo y médula los brazaletes

de Cajal-Nageotte y los infundibulos de los tubos medulados.

* El sulfato de niquel, poco propicio para la tincién de gliosomas,
mejora los resultados del método Aurico de Cajal para la neuroglia y
permite obtener con carbonato argéntico (técnica ¢) modificada) exce-
lentes tinciones de la glia protopldsmica cortical. La férmula fijadora
se compone de formol bromurado de Cajal con 6 a 10 por 100 de sulfato
de niquel. Puede actuar varios dias.
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CONDRIOMA Y GRANULACIONES ESPECIFICAS

Los cortes coloreados con cualquiera de las téc.nicas .pre.ceden-
tes ofrecen, después del virado aurico, una coloracién gris violdcea
bastante agradable. Mirados a débil aumento, mue.stran un pun-
teado casi general, en el que apenas puede disting.mrst? lo corres-
pondiente a las células neurdglicas, que, por su péh‘da.tmcidn, s6lo
son perceptibles en los buenos preparados co.n ob;etlvos.fuertes.
Las coloraciones mal logradas en cuanto a gliosomas exhiben con
frecuencia impregnaciones, mas o menos completas,_de la. neuro-
glia en sus tres variedades. Las expansiones de la microglia no se
COl(;:a]:.s observaciones hechas con objetivo de inmersi6n, es facil
reconocer que las granulaciones tefiidas corresp(?nden al S(')ma y
apéndices neurdglicos, ¥, con frecuencia, a l.as celulaf; nerviosas.

Unas veces existen en las células neurdglicas Forpusculos alesr-
gados (condriocontos), finos granulos (mitocondn.as) y grax:ulacno-
nes redondeadas méds voluminosas y obscuras (ghos_omas) , como
acontece en las tinciones con cualquiera de las técnicas cu'ando la
reducci6n de los cortes impregnados por la plata se efectiia, pre-
vio lavado, en formalina del 1 por 100 al 1 por 400; otras veces
solamente son recognoscibles las granulaciones gruesas, identifi-
cables con los gliosomas y correspondientes a los granos de secre-
ci6én de las células glandulares, lo que ocurre cu.ando los cor:es,
sin lavar o poco lavados, son reducidos, respectivamente, en for-

al 5 10 por 100.

mm;sltxla Sz:i;((i)gdéde aspe:tos permite establecer diferencias no-
torias entre los condriosomas verdaderos y las gram_llaciones es;
pecificas de la neuroglia y separar lo que es identihca‘ble con e
condrioma ordinario que, mas 0 menos desarrollado, existe en dto-
das las células, y cuya funcién parece ser endocelular y de or: ;n
tr6fico, de lo que tiene el cardcter de una elaboracifﬁn celular ée:
orden secretor, destinada a actuar fuera de las corptisculos neur

g"cg;erto es que con frecuencia se manifiestan a la vez tenldias
en una misma célula ambas categorfas de granulaciones, lo que in-

hasta hora a toda clase
1\ La palabra gdliosomas (Fieandt), aplicada

de granul:acionea neurdglicas, merece ser conservada, por su :ufonla:
para designar a los granos de gecrecion o dranulaciones especificas 80
lamente.
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dica, al menos, igualdad de apetencias por la plata; pero el hecho
de que en ocasiones, y casi a voluntad, pueda obtenerse la colo-
racién exclusiva de los gliosomas verdaderos denota diferencias
quimicas interesantes.

A este respecto, tienen gran interés los resultados obtenidos
por Cajal y Achdcarro con sus respectivos métodos al formol ura-
no y al tanino plata. Juzgando por las ilustraciones que aparecen
en los trabajos de nuestros maestros, €stos s6lo lograron revelar
netamente los verdaderos gliosomas, redondos, ovoideos o ligera-
mente bacilares; pero no el condrioma genuino, cuyos elementos
dominantes, casi siempre condriocontos, a veces larguisimos, son
incolorables siguiendo las técnicas mencionadas, al menos de ma:
nera ostensible,

Resultados iguales hemos obtenido nosotros con la férmula
para la tincién de la neuroglia con carbonato argéntico, aplicada,
principalmente, a material humano. Con ella se colorean, a veces
muy selectivamente, los auténticos gliosomas redondos u ovoideos
y de dimensiones varias, que aparecen incluidos en el soma glial o
como adheridos a sus expansiones 1.

Esta tinci6n de los gliosomas tiene el mayor interés, por cuanto
en las condiciones en que se obtiene fio suele colorearse el con-
drioma de las células neurdglicas ni de otra clase de células. Tam-
poco el carbonato argéntico tifie de una manera general a los gra-
nos de secrecion de los corptisculos glandulares, aunque es capaz
de colorearlos en el rifion, suprarrenal, etc. Estos dos hechos sig-
nifican: @) que los condriosomas vulgares y los gliosomas especi-
ficos reaccionan de diferente manera, aunque a veces coincidan;
b) que los gliosomas, como producto de elaboracién celular, tie-
nen diferencias de colorabilidad con respecto a la mayor parte de
los granos de secrecién.

Sin que hayamos de entrar ahora a discutir el parentesco exis-
tente entre granulaciones de Altmann, granos de secreci6n y mi«
tocondrias, afiadiremos que tanto la colorabilidad como la incolo-
rabilidad de unas u otras, en determinadas condiciones, tiene un
valor relativo, si se trata de basar en ella 1a homologia del conte-
nido granular de las diferentes especies celulares, puesto que es

' Para obtener la coloracién de dliosomas con fijacién en formol-

bromuro, basta seguir la técnica para neuroglia, diluyendo bastante la
solucién de carbonato argéntico y adiciondndole un chorrito de aleohol .
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muy probable que éste tenga reacciones generales idénticazil en
todas las células y reacciones especiales, para cada una d.e e :s,
que s6lo llegardn a descubrirse con técnicas mas perfeccionadas
les.
queé?sc:;:;u:e la neuroglia debe estudiarse por. separado, teniendo
en cuenta que se trata de un tejido con reacciones propias y.c]a-
racteristicas (la mejor de todas es la del oro sublimado de Caja ),.
que prueban la composici6n especial de su protoplasma, que segtél
ramente influye sobre la colorabilidad de las granulaciones en
encli:é:;izs'nos interesa sobre todo manifestar es que enf;e los
gliosomas y el condrioma hay diferencias que deben ser temtia?detf
cuenta por los investigadores que traten de explorar las .ac v daall
des neuréglicas siguiendo experimentalmente las oscilacnon:ls' e
contenido granular. El condrioma existe en toda clase de ¢ .u as,
y sus variaciones se sujetan al trofismo c.elular. Las g'ranulac_nznes
especificas son propias de elementos funcionalmente diferenciados,
y cambian ostensiblemente con la actividad y el reposo celular.
He aqui ahora los aspectos observad?s por nosotr?s en el con-
tenido granular de las células ependimarias y neuréglicas. b
Células ependimarias.— El condrioma dc? las células epe'tll
marias muestra diferentes aspectos en los arflma!es .recién n?m (.)s
y en los adultos. Visto en su conjunto el glioepitelio ependimario
que recubre los ventriculos cerebrales, acueducto de Sylvio tiy
conducto medular de un perro de pocos dfas,’se presenta con; n
tuido por células més o menos alargad‘as, segtin que corrtfs:)on : _
a las partes angulosas o a las superficn.es planas, cuyo m;c e‘o, rnn ¢
coloro o poco tefiido, apenas se discierne, y cuyo prc: oplas o
aparece recorrido en toda su extension, y a lo largo de la expaaue
sién glial profunda, por, condriocontos alarga'dos y flexuosos, q
se entrelazan por encima y por debajo dc'al niicleo, y a los que se
unen escasas mitocondrias. La débil tincién del pro’toplasmla(ll am:r:
fo y el gran niimero de condriosomas que le recorren impiden ee
terminar exactamente los que corresponden a cada célula., aunqu
se reconozca inmediatamente que todas ellas los contienen-en
lbug:ﬂ;!‘z:“ inferior del epitelio ependimario, siempre bor:otso
(puesto que el epéndimo no es una capa celular superpuesta al te-

jido nervioso, sino que forma parte de éste gracias a la larguisima

raiz glial que en ¢l penetra), lo es mds cuando existen varios pla-
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nos de nticleos y cuando aparece tefiido todo el condrioma, ya que
en algunas regiones las raices neurdglicas se entrelazan formando
un verdadero plexo inextricable. Hay ocasiones, sin embargo, en
que esto no acontece y en que la raiz celular es casi rectilinea y
penetra resueltamente en la trama nerviosa, recorriéndola largas
distancias. Tal se observa, por ejemplo, en la cara externa de los
ventriculos laterales y en algunos otros territorios.

La figura 1 reproduce el epéndimo correspondiente al ven-
triculo lateral (dngulo superior) del perro de tres dias. Los cor-
ptisculos pluriestratificados, en proliferacién activa y en pleno dis-
locamiento y emigracion, muestran gran riqueza de condriocontos
muy largos con extremos abultados, y algunos més cortos en forma
de maza o de halterio. Estos condriosomas siguen la direccion del
cuerpo celular, ocupando la zona supranuclear, donde a veces for-
man haces, los costados del niicleo y la expansién radicular cuya di-
reccion sefialan perfectamente.

En la figura 2 cépiase una porcién de la cara interna del ven-
triculo lateral del perro joven, con el objeto de mostrar la abundan-
cia de filamentos existente en toda la extension de las células epen-
dimarias, desde la parte interna, donde los condriocontos forman
haces de base superficial frecuentemente conica, a las expansiones
externas que forman plexo con las inmediatas. En los corpiisculos
neurdglicos subependimarios abundan también los condriosomas,
que se encorvan con frecuencia para contornear al niicleo o mar-
chan, méas o menos flexuosos, por las expansiones celulares.

La figura 3 es copia de la capa celular que reviste al acueducto
de Sylvio en el perro recién nacido. En esta region, a la presencia
de condriocontos tipicos se une la de granulaciones esféricas, cuyo
volumen es muy variable y puede llegar a 4-6 micras. Aunque en
la zona supranuclear existen algunos granulos redondos, los més
abundantes y voluminosos se sitiian por debajo del nicleo, cerca
de la raiz neuréglica. Tratase de granulaciones de secrecién con
sus caracteres tipicos.

Finalmente, en la figura 4 mostramos, como iltimo ejemplo de
epitelio ependimario, el del conejo adulto. Los condriocontos apa-
recen escasos en las células, y, en cambio, abundan las granulacio-
nes redondeadas, algunas bastante gruesas, ocupando con prefe-
rencia la zona supranuclear, cuyos caracteres corresponden a los
de las granulaciones especificas.

Las observaciones anotadas, y otras cuya relacion detallada
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alargaria innecesariamente estas notas, demuestran que en los ani-
males jévenes existe en el epitelio ependimario un condrioma ex-
traordinariamente rico, formado por escasas mitocondrias y abun-
dantes condriocontos; que en ciertas regiones hay granos volumi-
nosos, con todo el carécter de granulaciones de secrecion, y que
en el epéndimo de los animales adultes, los condriocontos escasean
y, en cambio, abundan las granulaciones redondeadas de tipo glio-
sémico.

En estas notas, simple enumeracion de observaciones, no que-
remos hacer deducciones prematuras sobre la significacion de los
hechos referidos. Basta sefialar el predominio del condrioma en los
animales recién nacidos y de los granos de secrecion en los adul-
tos. En proximas investigaciones trataremos de esclarecer algunos
hechos dudosos que nos impiden emitir una opinién definitiva.

Células neuréglicas.—En el aspecto que ofrecen las células

neur6glicas en los animales recién nacidos y jovenes y el que se
observa en los mamiferos adultos (hombre inclusive), desde nuestro
actual punto de vista, hay una serie de modalidades que interesa mu-
cho estudiar, y que s6lo en muy pequefia parte podemos describir.

Conociendo la existencia de diversos tipos de neuroglia (proto-
plésmico, fibroso, de escasas radiaciones, perivascular de Andrie-
zen, etc.), que verosimilmente corresponden a especializaciones
funcionales diferentes, se comprende la dificultad de englobar a
todos ellos en una sola descripcién. Por otra parte, el caracter
previo de este trabajo, cuyo objeto es presentar una técnica con
sus primeros resultados, nos disculpa de analizar en detalle lo que
tienen de comiin y de especial el condrioma y gliosomas de cada
variedad neuréglica. Por esto, nos limitaremos a mostrar algunas
observaciones referentes a los principales tipos gliales, recogidas
tanto en animales jovenes como adultos.

Las células protoplasmicas de la corteza cerebral, donde Na-
geotte, Mawas, Achiicarro y Cajal localizaron la méxima activi-
dad elaboradora, muéstranse, de aciierdo con esta idea, completa-
mente llenas de granulaciones y filamentos. Tal cantidad de ellos
se sorprende, que podria creerse al protoplasma exclusivamente
formado por condriosomas si las coloraciones efectuadas con otros

" métodos no demostraran la existencia de un delicado reticulo es-
ponjoso, aparato de Golgi, centrosoma y pigmento. '

La proporcion relativa de condriocontos, mitocondrias y granu-
laciones especificas en las células protopldsmicas corticales varia
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cen a un tipo descrito por nosotros con la oligodendroglia (pero que
tiene caracteres propios para hacer de él un estudio separado), que
se encuentra en ciertas regiones superficiales de la protuberancia,
bulbo y médula, y en la zona medular vecina del epéndimo, y se
distingue por encerrar escasos, pero extraordinariame nte gruesos
(hasta seis micras), gliosomas redondos u ovoideos. Tratase de ele-
mentos activamente elaboradores, cuya significacién cerca de los
grandes tubos medulados puede entreverse, pero no demostrarse.

He ahi resumidas nuestras observaciones, que nos impi den for-
mar juicio decisivo sobre los mds importantes extremos, sin riesgo
de incurrir en error.

Esté probada por los resultados de diversas técnicas la existen-
cia en las células neurdglicas, de todos los tipos, de un condrioma
muy desarrollado y de granos especificos de orden secretor (glio-
somas), pero se ignora el parentesco que entre ellos existe. Se sabe
que hay momentos en que es dificilisimo diferenci ar al condrioma
de los gliosomas y casos en que la distincién no ofrece duda algu-
na; que tienen ciertas reacciones comunes y ciertas predilecciones
cromaticas, merced a las cuales es posible obten er tinciones selec-
tivas de los gliosomas, que permitirdn efectuar su estudio fisiol6gi-
co, y que en los diferentes tipos neurdglicos existen variaciones
cuantitativas y cualitativas del condrioma y gliosomas en relacién
con la edad, estado de nutricion, momento funcional, etc.

Admitida la existencia de una secreci6n neurdglica , de acuerdo
con las ideas sustentadas por sabios prestigiosos , nos interrogamos
acerca de su papel: dinterviene en la mie linizacién durante el des-
arrollo? dsubviene a las necesidades tréficas de las células ner-
viosas? ¢vierte en la sangre el producto que elabora para que ac-
tie sobre el organismo en correlacién horménica con las glandulas
endocrinas? ¢desempefia las altas funciones sospechadas por Achii-
carro? Estos son los problemas que urge resolver experimentalmen-
te, y frente a los cuales nos limitamos a aportar una técnica que juz-
gamos titil. Mas si fuera preciso que definiéramos nuestras ideas ac-
tuales sobre la significacién funcional de la neuroglia, diriamos: los
gliocitos contienen un condrioma granular y filamentoso destinado
a su propio trofismo y a la elaboracion de un producto destinado a
obrar fuera de ellos, que verosimilmente es aprovechado por las
células nerviosas en su nutricion y funciones normales.

Madrid, septiembre de 1924,
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