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RESUMEN

Se analizan en este trabajo las alteraciones parenquimatosas en el ede-
ma cerebral del conejo ocasionado por agresion térmica (frio), basado en
estudios ultraestructurales de microscopia electronica de transmision y fos
efectos sobre estas lesiones de un derivado benzopirénico (F-117 Hidrosmi-
na). La lesion se indujo con CO-2 sdlido, aplicado sobre la duramadre
en el hemisferio izquierdo previa cranectomia. Se emplearon 40 conejos,
distribuidos en 5 grupos (n=8). un grupo control y 4 grupos tratados, en
uno de fos cuales se administro la droga sin dano cerebral previo. En
aquellos animales donde se emplearon dosis de 50 mgs/Kg peso se ob-
servaron dreas focales y difusas de edema alternando con ofras zonas
menos afectadas; es evidente este edema a nivel de la sustancia blanca
asi como la disociacion de las fibras mielinicas y la tumefaccion intracito-
plasmatica de las células glales, contrastando con los hallazgos histopato-
Idgicos en aquellos animales donde se emplearon dosis superiores (100
mg/Kg peso). En este grupo (V) el edema extracelular fue escaso, la desor-
ganizacion de las fibras miefinicas no fue importante y no existio degenera-
cion vacuolar en las mismas. Tampoco se observan cambios estructurales
de las mitocondrias.

Se plantea como un posible mecanismo de accion el que la disrupcion
de la barrera hematoencefdlica provocada por el frio confleve a la apertura
de las uniones endoteliales de los capilares alterando también su membra-
na, propiciando de esla manera que la molécula penetre libremente en
el parenquima cerebral

Asimismo se enfatiza, segun nuestras observaciones, que la molécula
F-117 Hidrosmina puede ser capaz de incrementar la actividad de los ma-
crofagos a nivel cerebral y contribuir de igual forma a un aumento de
la protedlisis o de movilizar proteinas en exceso del espacio exiracelular

SUMMARY

On this study, parenchymal changes during a cerebral edema caused
by thermic injury (coof) on the rabbit, are analyzed. The work was based
on the ultrastructural findings obtained by transmission electronic micros-
copy and on the effects produced by a benzopironic derived (F-117 Hy-
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Introduccion

La agresion térmica por frio ha
sido empleada en multiples ocasio-
nes como modelo experimental para
producir lesiones focales en el pa-
renquima cerebral (2, 3). Este edema
que se produce a nivel del érgano
ha sido clasificado en vasogenico y
citotdxico, lo cual implica diferentes
patrones fisiopatolégicos, histologi-
cos, evolutivos y en consecuencia di-
ferentes enfoques terapeuticos.
Como su nombre indica, el tipo va-
sogeénico es consecuencia del dano
de la microvasculatura cerebral mien-
tras que el citotdxico es, presumible-
mente, el resultado de lesiones en
las células del cerebro (4, 6).

Las correlaciones clinicas con los
modelos experimentales han suge-
rido que el traumatismo craneal y
los tumores cerebrales que originan
edema semejan mas al tipo vaso-
génico, mientras que los trastornos
metabolicos, tales como intoxicacion
hidrica, coma diabético, uremia, etc.,
al citotoxico.

En este trabajo experimental he-
mos inducido el edema vasogénico
en el conejo mediante agresion tér-
mica por frio. Se ha tenido en consi-
deracion, ademas, que la composi-
cion del liguido en el espacio
intersticial fuese alterado por los
efectos de la hipoxia, lo cual es fre-
cuente por los problemas respirato-
rios que se derivan del dafo ence-
falico.

Considerando los efectos de los
derivados benzopironicos para «re-
mover» proteinas en excesao del es-
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drosmina). The injury was produced with solid CO,, previous a cranec-
tomy, on the duramater of the left hemisphery. Forty rabbits were included
into the study, the animals were distributed into five groups (n=8): a control
group and 4 treatment groups. One of the groups received treatment
without previous cerebral injury. The group of rabbits with dosis of 50
mg/Kg of weight showed focal and difuse areas of edema alternating
with less damaged areas, the edema was evident on the white substance.
This group also showed a disociation of the myelinic fibers and an intracy-
toplasmatic tumefaction into the glial cells. These findings contrast with
the histopathological findings obtained from the rabbits (V), the extracefular
edema was poor, the myelinic fiber desorganization was minimal with no
vacuolar degeneration and no structural mitochondrial changes had been
showed.

The discontinuance of the hematoencephalic barrier caused by the
cool could be a possible mechanism that causes the opening of the endo-
telial unions from the capilar vessels, changing their membranes and
resulting in a free penetration of the molecule into the cerebral paren-
chyma.

On the same way, it is remarkable that F-117-Hydrosmina could be
able to produce an increment on the activity of the cerebral macrophages
and could stimulate the proteolysis or the movilization of an excess of
proteins from the extracelular space.

pacio extracelular, su accién sobre
la microcirculacion vy factores hemo-
rreolégicos, asi como de su ca-
pacidad para crear condiciones fi-
siolégicas capaces de activar la
circulacion linfatica (1, 9, 10, 12) nos
propusimos conocer los efectos de
una molécula flavonoide hidrosolu-
ble, derivado benzopirdnico: F-117
Hidrosmina, sobre el edema cere-
bral experimental.

Material y método

Para el estudio se emplearon 40
conejos de raza neozelandesa (n=8),
peso promedio de 3,5 Kgs, distribui-
dos en los siguientes grupos:

Grupo Control:

Grupo |. — Edemna cerebral+Sue-
ro salino 09%, dosis 66 mis/Kg peso
|V. cada 12 horas, 20 minutos des-
pués del dafo durante 24 horas.

Grupos Tratados:

Grupo ll. — Sin Edema cerebral+
F-117, dosis 100 mgs/Kg peso V.
cada 12 horas, durante 24 horas.

Grupo lll. — Edema cerebral+
F-117, dosis 100 mgs/Kg peso I V. ad-
ministrado desde 24 horas antes de
la intervencidn y continuado el trata-
miento cada 12 horas a los 20 mi-
nutos de la lesién durante las 24 ho-
ras siguientes.

Grupo V. — Edema cerebral+
F-117, dosis 50 mgs/Kg peso IV
cada 12 horas, a partir del dafo ce-
rebral y continuado el tratamiento
como en los grupos precedentes.

Grupo V. — Edema cerebral+
F-117, dosis 100 mgs/Kg peso IV
cada 12 horas, a partir de los 20 mi-
nutos de originado el dafo cerebral,
por espacio de 24 horas.

Se empled para la anestesia una
mezcla de Tiletamina y Zolacepam
a las dosis habituales y mantenimien-
to de la anestesia mediante masca-
rilla (Isoflurano vaporizado en una
mezcla de oxigeno/protdxido/nitroge-
no). Se realizo incision en el craneo,
a nivel de la linea media, hasta &l
periostio y cranectomia de 20 mm
de longitud en la regién parietal iz-

quierda. Se provoco el dafo cere-
bral por aplicacion de CO-2 sdlido
sobre la duramadre, protegida ésta
con una lamina de plastico, por es-
pacio de 2 minutos y sobre el surco
intramarginal izquierdo. Transcurridos
20 minutos se inicié la administra-
cion de la droga.

Los animales fueron sacrificados
a las 24 horas siguientes, posterior-
mente se realizé una perfusion por
ambas cardtidas primitivas de una
solucion al 10% de formol y 90%
de suero fisiolégico, hasta obtener
liquido claro procedente de las ve-
nas del cerebro (venotomia de yu-
gulares). A continuacion se extraje-
ron los cerebros en blogue, las
muestras para analisis se tomaron
del hemisferio izquierdo (sustancia
blanca, gris e hipotalamo). De cada
uno de estos tres sitios se prepara-
ron los cortes para su estudio. La
posterior interpretacion de los resul-
tados se realizd siempre por el mis-
mo investigador e ignorando éste la
asignacion de las piezas a los gru-
pos controles y tratados, emplean-
do método de randomizacion para
el examen de los cortes histologicos,
asi como estudio ciego proceden-
tes de diferentes bloques de cada
region y cada animal.

La fijacion de las muestras para
microscopia electronica de transmi-
sion (M.ET) se realizé por inmersion
de las mismas en una solucion de
formol al 0,1% vy glutaraldeido al
0.25% y tampon fosfato 0,2 M, pH:
7-75 y a temperatura de 4° C. La tin-
cion se llevd a cabo con colorantes
alcalinos a base de plomo. Se em-
pled un micréfono Ultracud y Micros-
copio Electrénico Hitachi 7000.

Para la Microscopfa Optica las pie-
zas fueron adecuadamente tratadas
segun los métodos convencionales.

Resultados
Grupo Control: |

En los cortes histopatolégicos de
las piezas de los animales del Gru-
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Fig. 1 - Corte a nivel de la sustancia blanca correspondiente
al grupo control de edema cerebral sin tratamiento visto al
microscopio electronico de transmision. Se destaca el ede-
ma extracelular con disociacion e hipodensidad de fibras mie-
linicas. Grados variables de gliosis reactiva.

po | (Edema Cerebral+Suero Salino),
se observd macroscopicamente tu-
mefaccion cerebral difusa con apla-
namiento de las circunvoluciones, La
microscopfa oplica reveld la presen-
cia de zonas focales con edema al-
ternando con otras difusas, aumen-
to del espacio extrecelular, grados
variables de gliosis reactiva de pe-
quefia intensidad y separacion de
lag fibras mielinicas. La M.ET. per-
mitio comprobar un edema genera-
lizado a nivel de la sustancia blanca
con hipodensidad acompanada de
disociacidn de las fibras de mielina
y.edema perivascular en algunos ca-
pilares. Las mitocondrias presentan
escasas alteraciones estructurales vy
el espacio extracelular aumentado.
Se destaca una importante degene-
racion vacuolar en las fibras mielini-
cas (Fig. 1).

En la microscopia optica de los
cortes pertenecientes al Grupo |l (ad-
ministracion de la droga sin edema
cerebral) no se detectan alteraciones
histopatologicas. El estudio median-
te microscopia electronica de trans-
mision no muestra alteraciones de
los astrocitos. A nivel de la sustan-
cla blanca se conservan las estruc-
turas mielinicas y de oligodendroci-

tos. No existen cambios en las mito-
condrias. Ausencia de edema peri-
vascular en los capilares.

Grupos Tratados: lI-llI-IV-V

En el Grupo lll (administracion de
F-117 Hidrosmina, 24 horas antes de
la intervencion y seguido el trata-
miento durante las 24 horas siguien-
tes del dano cerebral) se observan
diferentes grados de congestion vas-
cular en la microscopia optica (M.Q.),
asl como una gliosis reactiva de gra-
do moderado con aumento de la po-
blacion astrocitaria v nucleolos. Exis-
ten algunas zonas de hemorragia
cerebral. La M.ET. revela la presen-
cia de edema intersticial moderado
con elementos gliales bien conser-
vados y escasas alteraciones en las
fibras mielinicas (Fig. 2).

En la microscopia optica de los
cortes histologicos pertenecientes al
Grupo IV {(administracion de la dro-
ga alos 20 minutos de la lesién ce-
rebral, cada 12 horas y durante 24
horas) se observan areas focales vy
difusas de edema alternando con
otras areas menos afectadas. En la
microscopia electronica se demues-
tra la existencia de edema intersti-
cial a nivel de la sustancia blanca

Fig. 2 - Corresponde al grupo en que administré F-117 Hi-
drosmina, 24 horas antes y después de la lesion encefalica.
Se observa edema intersticial moderado. Escasas alteracio-
nes en fibras mielinicas. Elementos gliales bien conserva-
dos con aumento de la poblacién astrocitaria, segun la M.E.T.

con disociacion de fibras mielinicas.
Existe tumefaccion intracitoplasmati-
ca en celulas gliales y estructuras nu-
cleares bien conservadas (Fig. 3).

Por Ultimo en el Grupo V, a cuyos
animales se administro la droga a
dosis mayores (100 mgs/Kg peso) se
observa en la microscopia optica es-
caso edema intersticial vascular, asf
como ausencia de hemorragia ce-
rebral con aumento moderado de la
celularidad. Los hallazgos en el exa-
men ultragstructural confirman un
discreto edema intersticial, escasa
desorganizacion de las fibras mieli-
nicas con ausencia de degeneracion
vacuolar en las mismas. Es aprecia-
ble la disminucion del espacio ex-
tracelular, la ausencia de alteracio-
nes estructurales en mitocondrias y
densidad normal en las fibras mieli-
nicas (Fig. 4).

Discusion

Histéricamente se ha negado la
existencia de linfaticos en el cerebro,
sin embargo su presencia ha sido
admitida en aracnoides y piamadre.
Virchow y Robin (citado por Cas-
ley-Smith, 3) han senalado gue las
vainas perivasculares presentes en
el cerebro pueden considerarse vias
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ciacion de fibras de mielina con edema intersticial a nivel

de la sustancia blanca. Existe tumefaccion intracelular de

células gliales. Corresponde al grupo de animales tratados
a dosis de F-117 H:50 mgs/Kg peso.

de drenaje linfatico. Casley-Smith
(4) ha afirmado que el drenaje linfa-
tico de este organo se realiza a tra-
vés de «los espacios de Virchow-
Robins», considerado como el siste-
ma prelinfatico y el que se ha defini-
do como un conjunto de canales por
los que tienen gue discurrir los flui-
dos intersticiales antes de entrar en
el linfatico verdadero o inicial. En el
cerebro estos canales estan presen-
tes a todo lo largo de la membrana
basal de los capilares cerebrales y
estan conectados con canales en la
adventicia de las arterias del ence-
falo y Poligono de Willis (4, 5).

El analisis de nuestros resultados
se ha realizado tomando como pun-
to de referencia el grupo control (1),
lo gue ha permitido evaluar la inten-
sidad y gravedad del edema cere-
bral en relacion a los grupos trata-
dos con F-117 Hidrosmina (II-111-1V-V).
Observamos, asi, que en el Grupo Il
(administracion de la droga antes vy
despues del dano encefalico) se ob-
servé por microscopia electronica de
transmision una reduccion modera-
da del edema extracelular con au-
mento de astrocitos y de nucleolos,
lo cual corresponde a un fendémeno
de adaptacion celular y de respues-

ta a la agresion térmica.
Relacionando los hallazgos histo-
patologicos del Grupo IV {(droga ad-
ministrada a dosis de 50 mgs/Kg a
continuacion del dano cerebral) con
el grupo precedente (IIl), tratados an-
tes y después de la agresion termi-
ca, el patron de lesiones parenqui-
matosas varia, el edema extracelular
es mayor y evidente la disociacion
de fibras mielinicas con importante
tumefaccion citoplasmatica, aunque
las estructuras nucleares aparecen
bien conservadas. Las dosis eleva-
das de Hidrosmina (100 mgs/Kg) en
el Grupo V conducen a una reduc-
cion apreciable del edema intersti-
cial, escasa desorganizacion de las
fibras mielinicas con ausencia de de-
generacion vacuolar en las mismas
y sin alteraciones estructurales en las
mitocondnas. Corresponde a los
Grupos Il y V menor intensidad de
los cambios estructurales parenqui-
matosos y un edema intersticial me-
nos acentuado. Se deduce, como se
ha comprobado con otras molécu-
las, que este flavanoide, en su con-
dicion de derivado benzopirénico,
sea capaz de aumentar la actividad
macrofagica v/o la protedlisis a nivel
encefalico, © que la misma sea ca-

Fig. 4 - Se observa escaso edema intersticial, en la M.E.T.,

con aumento de la celularidad y ausencia de degeneracion

vacuolar en fibras de mielina. Se observan células gliales

bien conservadas. Este corte pertenece al grupo tratado a
dosis de 100 mgs/Kg peso del medicamento.

paz de remover proteinas en exce-
so del espacio intersticial hacia las
vias pre-linfaticas (espacios de
Virchow-Robin) (7, 8, 11).

Este efecto farmacologico puede
ser gjercido «per se» O reguerir mo-
leculas intermediarias o sistemas de
transporte especifico. Pensamos, por
otra parte, que la disrupcion de la
barrera hematoencefalica ocasiona-
da por frio, al abrir las uniones en-
doteliales de los capilares y alterar
también su membrana, contribuya a
favorecer que esta droga penetre -
premente al parenguima cerebral.
Teniendo en cuenta, ademas, la es-
tructura quimica de esta molecula
(presencia de radicales hidroxilos),
no se excluye un efecto antioxidante
sl aceptamos que el «stress» oxidati-
vo desencadenado por el dafo ce-
rebral induzca a un incremento de
los mismos.

Casley-Smith ha senalado que
dosis elevadas de estas sustancias,
empleadas experimentalmente, po-
seen el efecto de abrir estas unio-
nes, ademas de incrementar la va-
somotricidad linfatica y la protedlisis
tisular (5). Nosotros hemos observa-
do gue cuando el dano neuroldgico
no es de larga duracion y en conse-
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cuencia no se han establecido lesio-
nes irreversibles, el derivado benzo-
pirénico f-117 Hidrosmina ha hecho
posible reducir los cambios histopa-
tologicos a nivel encefélico.

A la luz de los hallazgos obteni-
dos por M.ET., parece ser que el
efecto farmacoldgico de esta molé-
cula lo constituye «una simple fago-
citosis». Estudios realizados por
Casley-Smith (4) plantean que las
lisis de las proteinas extravasadas es
«probablemente» realizada por los
macréfagos (etudios «in vitro» y co-
rroborados por Microscopia Electré-
nica). Piller (13) ha comprobado que
estos compuestos benzopirdnicos
aumentan la protedlisis por activa-
cién de las proteasas de los macro-
fagos (13).

Es posible gue la droga estudia-
da por nosotros actie fundamental-
mente sobre las zonas lesionadas si
tenemos en cuenta los resultados del
Grupo 1l, a los gue se administré el
medicamento sin dafio neurolégico
previo. En consecuencia no se pue-
de descartar gue esta molecula
(F-117 Hidrosmina) ejerza su accion
en situaciones donde se acumulen

y activen células mediadoras de la
protedlisis farmacologica, propician-
do de esta forma un aumento del
nivel de proteinas extraidas del es-
pacio extracelular,
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