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Introduccion

INTRODUCCION

El estudio de la vascularizacién del sistema nervioso central (SNC) es de especial
importancia si tenemos en cuenta que en muchas de las enfermedades que le afectan
(procesos neoproliferativos, inflamatorios, traumaticos, degenerativos, etc...) esta
implicado el sistema vascular. Por este motivo hemos considerado oportuno realizar
este trabajo, que versa sobre el estudio morfolégico de ciertas estructuras vasculares
observadas en el SNC (y representadas graficamente) por nuestro ilustre premio nobel,
don Santiago Ramén y Cajal en 1907 y que actualmente deben ser revalorizadas. Estas
estructuras son conocidas con diferentes nombres, entre ellos, “intervascular strands”,
“intercapillary bridges,” o “string vessels’ (Reissenwebwer y Pessacq, 1971; Leibnitz y
Bdr, 1988; Challa et al., 2002).

Los ‘intervascular bridges’ - “intervascular strands” o “puentes intervasculares” (PIVs),
como preferimos llamarlos, tienen caracteristicas morfoestructurales comunes con los
vasos cerebrales, como son su presencia ubicua en el cortex cerebral, su trayecto
irregular y su origen mesodérmico; y por ello se ha propuesto que pueden ser derivados

de vasos sanguineos.

Una de las hipétesis planteadas para su justificacién es que el mecanismo fundamental
de su formacion puede ser la obliteracion del lumen vascular, la pérdida del flujo y la
atrofia de un vaso preexistente, dejando solamente las fibras de tejido conectivo
argirofilicas de su pared (Achucarro, 1913; Ramon y Cajal, 1925).

El significado funcional de los PIVs puede ser similar al de las fibras de tejido conectivo
en los tejidos y paredes vasculares, manteniendo la forma y la disposicion de los vasos
en la corteza. En algunas especies en las que se observan abundantes PIVs, estos
podrian ofrecer un anclaje adicional para mantener a los vasos en yuxtaposicion con las
neuronas. Esta capacidad podria ser importante en tejidos en los cuales los cuerpos

celulares tienen que estar situados a lo largo de los vasos.

A parte de contribuir a la organizacion tisular, los PIVs también podrian participar en el
mantenimiento fisiolégico del flujo sanguineo. En este sentido se ha propuesto que el
acortamiento de los PIVs puede deberse a procesos en los cuéles se produce edema de
las fibras de tejido conectivo del propio puente, y que el proceso edematoso de la

sustancia blanca y de la sustancia gris podria conllevar al estiramiento de los mismos.
9
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En ambas circunstancias, la traccion ejercida sobre la pared vascular podria causar

constriccion de su lumen.

Segun Brown (2010), uno de los problemas encontrados cuando se estudian los PIVs es
la nomenclatura. Asi, se han descrito con multiples nombres: “string vessels’, “empty
bassement membrane tubes”, “acellular capillary strands”, “intercapillary bridges’, e
“intervascular connective tissue strands’, entre otros. Esta variedad de nombres para
describir una misma estructura es un indicio mas del desconocimiento que aun existe

acerca de ellos.

En la literatura consultada se han reportado descripciones de los PIVs en cerebros
humanos “normales” de diferentes edades, asi como en enfermedades
neurodegenerativas, en enfermedades cerebrovasculares y en procesos neoplasicos.
También existen estudios en los que se compara la presencia de PIVs entre la sustancia
blanca y la sustancia gris encefalica, aunque no hemos encontrado estudios que hagan
referencia a la presencia de PIVs en relacion con las diferentes areas corticales y
tampoco tenemos constancia de trabajos que hayan evaluado el papel de estas
estructuras en individuos que hayan fallecido a consecuencia de un traumatismo

craneoencefalico (TCE) grave.
Muchos de los articulos consultados apuntan a que estas estructuras representan la

pérdida de capilares. Sin embargo, a pesar de todos los estudios realizados hasta la

actualidad, la estructura y el significado de los PIVs es todavia un tema controvertido.

10
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REVISION BIBLIOGRAFICA

El interés por el conocimiento de las diferentes estructuras que conforman el SNC es
para los profesionales dedicados a la neurociencia una finalidad primordial, que permite
profundizar y avanzar en el estudio de las diferentes patologias que le afectan.

En el campo de la neuroanatomia es importante identificar, caracterizar y describir, tanto
macroscopica como microscopicamente, las diferentes estructuras que conforman el
SNC, e intentar dar un significado a las mismas, contribuyendo asi al avance de la

neurociencia.

1. ESTRUCTURA DE LA CORTEZA CEREBRAL

La corteza cerebral puede estudiarse desde diferentes  perspectivas:
angioarquitectdnica, mieloarquitectonica, citoarquitectdnica, etc... ya que es un
complejo intrincado de células nerviosas y de fibras, de neuroglia y de vasos

sanguineos (Standring, 2016).

Desde la perspectiva citoarquitectonica, la presencia de estratos de neuronas permite
clasificar la corteza cerebral en allocortex y en isocortex (Dauber, 2006). El allocértex es
esencialmente triestratificado y a él pertenecen el paleocortex (relacionado con el
sentido del olfato) y el archicértex (formado por el hipocampo y la circunvolucion
dentada del sistema limbico). El isocortex, o neocortex, constituye la mayor parte de la
corteza cerebral humana y se caracteriza por la presencia de 6 capas o laminas
paralelas a la superficie.

El grosor de la corteza cerebral varia de una regidén a otra, presentando un grosor de
entre 1,5 mm (area pericalcarina) y 4,5 mm (drea somatomotora). Est4 constituido
fundamentalmente por tres tipos de neuronas: las células piramidales, las mas
abundantes, y las células estrelladas o granulares subdivididas en tipo espinoso vy tipo

Nno espinoso.

11
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La estructura celular neocortical presenta variaciones regionales, distinguiéndose un
cortex de tipo agranular (o piramidal), un cortex de tipo granular (o koniocortex), un
cortex de tipo frontal, un cortex de tipo parietal y un cortex de tipo polar (Mancall y
Brock, 2011; Standring, 2016). Se denomina corteza heterotipica a las de tipo granular y

agranular, mientras que se denomina corteza homotipica a los otros tres tipos.

En la organizacion laminar del neocortex, las seis capas (o laminas) son (figuras 1y 2):

Capa molecular o plexiforme (capa I): es la capa mas superficial. Contiene
células horizontales cuyos procesos dan lugar a una malla de fibras tangenciales
entremezcladas con fibras procedentes de células de Martinoti y de células piramidales
(estria de la capa molecular). Entre las fibras nerviosas hay algunas células de Cajal.

Capa granular externa (capa Il): contiene células piramidales y abundantes
células estrelladas, ademéas de células neurogliaformes. Las fibras que atraviesan la

lamina muestran una disposicion principalmente vertical.

Capa piramidal externa (capa lll): esta formada principalmente por células
piramidales de diferentes tamanos, junto a neuronas no piramidales dispersas. Las
neuronas piramidales de menor tamafo se encuentran en la parte superficial y las mas
grandes en la parte profunda de esta lamina. Se ha propuesto una subdivisién de esta
lamina en llla, llib y llic, de superficie a profundidad. Las fibras de esta lamina también

se disponen verticalmente.

Capa granular interna (capa IV): es habitualmente la mas estrecha de las
laminas y contiene densos paquetes de pequefias neuronas no piramidales de cuerpo
redondeado, siendo estas neuronas estrelladas de tipo espinoso. Junto a estas
neuronas se encuentran algunas células piramidales pequefias. Las fibras de esta

lamina se disponen horizontalmente, formando la banda externa de Baillarger.

12
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Capa piramidal interna o ganglionar (capa V): contiene células piramidales
grandes cuyo tamano varia segun las regiones de la corteza cerebral. Asi, en el area 4
de Brodmann son neuronas gigantopiramidales de Betz. También contiene algunas
células no piramidales entremezcladas. La lamina esta atravesada por fibras de
disposicion vertical, pero también se distingue una banda prominente de fibras
horizontales, dando lugar a la banda interna de Baillarger.

Capa multiforme o fusiforme-polimérfica (capa VI): se caracteriza por la
presencia de células polimorfas, entre las que se encuentran las neuronas de Martinoti.
Las células suelen ser de pequefio y mediano tamafio. Esta ladmina se separa
gradualmente de la sustancia blanca subcortical, sin un limite preciso entre ambas

estructuras.

Fig.1. (a) Esquema realizado por Ramén y Cajal (1899) donde se muestran las
capas del neocértex (imagen del libro “Portraits of the Mind”, Schoonover, 2008).
(b) Esquema actual de las capas del neocoértex (imagen del libro “Gray’s
Anatomy”, Standring, 2016).

13
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Estudios fisioldégicos experimentales y de conexiones han demostrado una organizacion
columnar de la corteza cerebral, siendo los primeros en realizar esta propuesta
Mountcastle (1957) y Hubel y Wiesel (1962). Las columnas o modulos corticales afectan
a todas las laminas, presentando un diametro de 200 a 600pym. Cada mddulo incluye un
numero de 2.000 a 8.000 neuronas y se calcula que existen unos 4.000.000 de médulos
relacionados funcionalmente entre si (Garcia Porrero y Hurle, 2005).

2. PATRON VASCULAR ARTERIAL DE LA CORTEZA CEREBRAL

El encéfalo recibe su irrigacion arterial por tres sistemas: dos anteriores o carotideos,
representados por las dos arterias carétidas internas, y uno posterior o vértebro-basilar.
En la base del encéfalo, y en relacién al rombo optopeduncular, estos tres sistemas se
anastomosan formando el circulo arterial del cerebro o poligono de Willis. Cada arteria
carétida interna da lugar a una arteria cerebral anterior y a una arteria cerebral media o
silviana, ademas de la arteria coroidea anterior. Del sistema vértebro-basilar salen las
arterias cerebrales posteriores, ademas de arterias pontinas, cerebelosas, bulbares y

espinales (anteriores y posteriores) entre otras (figura 3).

El circulo arterial del cerebro se forma por la presencia de unas arterias comunicantes:
una anterior, que une las arterias cerebrales anteriores, y dos posteriores, que unen las
arterias carétidas internas, o las arterias cerebrales medias, con las arterias cerebrales

posteriores.

Aunque este circulo estd presente en practicamente el 90% de las personas, una
conformacién bien desarrollada y simétrica sélo se observa en menos del 50% de la
poblacion (Wolpert, 1997). Las variaciones son frecuentes, afectando al numero y/o al
calibre de las arterias que participan (Puchades-Orts et al., 1976). Asi, en el reciente
libro de variaciones anatomicas (Tubbs et al., 2016) se hace referencia a variaciones
primarias en los vasos del circulo arterial de Willis que incluyen ausencia, hipoplasia,
duplicacion, triplicacion y persistencia de patrones embrionarios. También se han

descrito fenestraciones en los vasos que se han asociado a la formacién de aneurismas.

14
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Fig. 3. Inyeccidon arterial de latex natural coloreado. (a) Norma basal dénde se
muestra el circulo arterial del cerebro (poligono de Willis). (b) Detalle de una de las
circunvoluciones (10x).
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La corteza cerebral recibe su irrigacion de ramas de las arterias cerebrales, asi como de
las arterias coroideas anteriores (Stephens y Stilwell, 1969; Lazorthes et al., 1976).
Cada arteria cerebral tiene un territorio de irrigacioén cortical, que en el caso de las
arterias cerebrales anterior y posterior sobrepasan los bordes periféricos para alcanzar
la cara convexa del cerebro, territorio de la arteria cerebral media. Asi, entre las ramas
terminales de las arterias cerebrales se establecen anastomosis en superficie. Estas
anastomosis, descritas por Lazorthes et al. (1976), suelen ser término-terminales,
presentando un diametro de 200 a 500um, y son importantes en la fisiopatologia
cerebrovascular ya que, ante la obstruccion en una arteria, las anastomosis pueden

redistribuir cierto flujo sanguineo a territorios adyacentes.

La disposicibn que presentan los vasos a nivel de la corteza cerebral, la
angioarquitectonia, ha sido estudiada por diferentes autores mediante la aplicacién de

técnicas de inyeccion vascular y de nuevas técnicas de imagen.

Duvernoy et al., (1981), mediante la inyeccién intravascular de tinta china gelatinada asi
como de resinas plasticas de baja densidad, estudiaron la vascularizacion cortical en 25
cerebros humanos. En su estudio clasificaron las arterias intracorticales en seis grupos,

segun el grado de penetracion en la corteza:

* Grupo 1 (A1): compuesto por vasos de 10um de diametro que alcanzan la capa

molecular (l), pudiendo extenderse hasta la capa granular externa (11).

* Grupo 2 (A2): compuesto por vasos que alcanzan la parte superficial de la capa
piramidal (llla, b). El didmetro de los vasos oscilaba entre 10 y 25um.

e Grupo 3 (A3): son mas numerosos. Penetran hasta la region media del cértex,
gue parece ser la mas vascularizada. Esta region corresponde a la capa granular
interna (IV) y se sobrepone con los segmentos adyacentes de la capa piramidal

(Ilc) y ganglionar (Va). El diametro de los vasos oscilé entre 15y 30um.
* Grupo 4 (A4): alcanzan la capa multiforme, asi como el limite con la sustancia

blanca subcortical. El diametro de los vasos era mayor, oscilando entre 30 y
40um.

16
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* Grupo 5 (A5): son arteriolas que atraviesan todo el cortex suministrandole
irrigacion, asi como a la sustancia blanca subyacente. El diametro de los vasos
permaneci6 estable en su trayecto cortical y oscil6 entre 30 y 75um. En la zona
de transicibn entre la sustancia gris y la sustancia blanca estos vasos

presentaban un trayecto sinuoso y podian disponerse en ovillo.

* Grupo 6 (A6): esta compuesto por arterias de considerable diametro (entre 50 y
240um) que pasaban a través de la sustancia gris, sin ramificarse, para irrigar

Unicamente la sustancia blanca subcortical.

La densidad vascular en el parénquima nervioso no es uniforme, siendo la sustancia
gris la que presenta una mayor densidad vascular respecto a la sustancia blanca (Coob,
1931; Weiss y Edelman, 1976). Ademas, la integridad del sistema vascular tiene gran

impacto en la funcion cerebral.

La vascularizacion cortical no solamente presenta variaciones angioarquitéctonicas
entre los distintos estratos celulares, sino que también entre areas -corticales
funcionalmente diferentes (Cragie, 1921; Lazorthes et al., 1968; Orts Llorca, 1986;
Duvernoy et al., 1981). En este sentido Pfeifer (1928) describié hasta una docena de
disposiciones arteriales y capilares diferentes en las distintas areas corticales. Lazorthes
et al. (1968) senalaron que las areas del archicértex presentan una vascularizaciéon
simple, compuesta por arterias largas, de bajo calibre y dispuestas paralelamente entre
ellas.

A nivel de paleocoértex, las arterias se ramifican en forma de céliz o candelabro,
estableciéndose dos estratos vasculares: uno superficial y otro profundo. En el
neocértex, las areas de recepcion y de asociacion presentan una densidad vascular

mayor que las areas motoras (Craigie, 1945).

En funcién de la densidad capilar, y de su distribucién, algunos autores (Lauwers et al.,

2008) han dividido la corteza cerebral en 4 zonas, de superficie a profundidad:
* la primera zona (1) ocupa el 10% del cortex. Esta desprovista de capilares en la

parte mas superficial; a medida que se profundiza aparece un aumento brusco

de la densidad capilar,
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* la segunda zona (2) ocupa entre el 10 y el 50% del cortex. La densidad capilar

aumenta de forma gradual hasta un maximo,

* latercera zona (3) ocupa entre el 50 y el 80% del cortex y en ella se produce una
disminucion de la densidad capilar,

* la cuarta zona (4) ocupa entre el 80 y el 100% del cortex, alcanzando la

sustancia blanca subcortical.

Es en las zonas 2 y 3 donde se observa una mayor densidad capilar, mientras que la
densidad es menor en la zona subcortical. Este hecho ha sido relacionado con
fenbmenos neurodegenerativos ya que muchos de estos fendbmenos afectan a esta

zona (Lauwers et al., 2008).

2.1. Aspectos morfofuncionales generales de los vasos sanguineos cerebrales

Se considera que el flujo sanguineo cerebral es de 50-60ml/100g/min, permaneciendo
constante en condiciones normales, aunque se produzcan variaciones significativas de

la presidn arterial sistémica.

El SNC tiene unas necesidades metabdlicas muy elevadas, como se demuestra en el
hecho de que el encéfalo, que representa tan sélo el 2% del peso corporal en el adulto,
tenga un consumo de oxigeno equivalente al 20% y que el consumo de glucosa sea aun
mayor, representando practicamente el 25% del consumo total del organismo
(Sahuquillo et al., 1996).

Existe una manifiesta desproporcién entre el flujo sanguineo que recibe la sustancia gris
y la que recibe la sustancia blanca, siendo en el primer caso aproximadamente 4 veces
superior (Nordstrém et al., 1990). Ademas, la activacion funcional de determinadas
regiones encefalicas provoca variaciones considerables del flujo sanguineo, y por lo

tanto del metabolismo.

La efectividad del sistema cerebrovascular esta determinada por la peculiar disposicidén
de sus vasos sanguineos, siguiendo un patrén de arborizacion cuyo disefio mantiene un

flujo sanguineo constante con un minimo coste energético (Rossitti y Lofgren, 1993).
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Aunque los términos “capilares” y “microvasos” son a menudo utilizados indistintamente,
la microvascularizacion comprende una serie de segmentos anatomicos y funcionales:
arteriolas (de 10 a 100um), capilares (de 4 a 10um) y vénulas (de 10 a 100um), cada
uno con caracteristicas propias (Simionescu y Simionescu, 1977), que no sélo
corresponden a la presencia de células adventiciales adyacentes (pericitos, células
musculares lisas), sino también a la naturaleza heterogénea de las propias células
endoteliales (Ge et al., 2005).

Autores como Reina de la Torre et al, (1998) han estudiado la morfologia y la
distribucion de los microvasos corticales humanos, asi como de estructuras
perivasculares, en los territorios arteriolar y capilar, posiblemente implicados en la
regulacion del flujo sanguineo. Establecieron que las arteriolas corticales humanas
tienen un diametro que oscila entre 20 y 90um y que se originan a partir de la red pial.
Los capilares, procedentes de estas arteriolas, presentaron un diametro medio de 7um.
Asi mismo clasificaron las arterias corticales en cortas, medias, largas y transcorticales,

segun la profundidad que alcanzaban en la corteza cerebral.

Ademas, establecieron los estratos vasculares subpial, superficial, medio y profundo en
la angioarquitectonia de la corteza cerebral. Las estructuras perivasculares anexas al
lumen vascular (de arteriolas y capilares) observadas por estos autores (Rodriguez-
Baeza et al., 1998) en moldes de microcorrosidén vascular fueron justificadas a partir de
uniones mio-endoteliales y pericito-endoteliales. En este sentido se postulé su posible

papel regulador en el flujo sanguineo cerebral cortical (figura 4).
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9615332 8.8KY

Fig. 4. Moldes de microcorrosion de vasos de la corteza cerebral humana.

Inyeccion intravascular de Mercox® y estudio mediante microscopio electrénico de
barrido. (a) Imagen de la microvascularizacion de la corteza cerebral (Reina-de la
Torre et al., 1998). (b) Detalle de la red capilar (Rodriguez-Baeza et al., 1998). (c)
Improntas de células endoteliales en los moldes (Rodriguez-Baeza et al., 2004).
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Estos estudios han permitido profundizar en el patrbn morfoestructural de la
microvascularizacion de la corteza cerebral humana, asi como disponer de un patrdon
normal de referencia para ser utilizado comparativamente en otros estudios de

situaciones anormales o patologicas.

El conocimiento morfolégico de la microvascularizacion tiene su repercusion en
diferentes procesos: regulacidon del flujo sanguineo, angiogénesis, remodelacion,
adaptacion estructural aguda o crénica de los lechos vasculares en respuesta a la
demanda funcional del tejido (Carmeliet, 2005; Noble et al., 2005), asi como en la
respuesta del flujo sanguineo a la actividad neuronal (Pries y Secomb, 2003).

Las alteraciones vasculares que se asocian a diferentes patologias han sido
actualmente revalorizadas (Lu et al., 2004), siendo la angiogénesis patologica
reconocida actualmente como un sello distintivo de la enfermedad (Carmeliet, 2000). En
la enfermedad de Alzheimer, por ejemplo, cambios en la red microvascular parecen
estar involucrados en la progresion de dicha patologia (de la Torre, 2002; Krucker et al.,
2004).

El flujo sanguineo de la corteza cerebral pasa de arteriolas a vénulas por una red capilar
interpuesta, y cada uno de estos elementos presenta diferencias morfolégicas en su
pared (Wise et al., 1971; Saint-Geniez y D’Amore, 2004).

2.2. Aspectos morfoestructurales de las arteriolas cerebrales

Las arteriolas son vasos sanguineos constituidos por una tunica intima, una tdnica

media y una tunica adventicia.

Las arteriolas corticales presentan una tunica media de una o dos capas de células
musculares lisas que se orientan transversalmente respecto al eje longitudinal del vaso.
Externamente encontramos la funica adventicia que suele ser delgada mientras que
internamente encontramos la tdnica intima formada por una capa de células
endoteliales, separadas de la tunica media mediante una gruesa ldmina basal formada

por colageno y fibras elasticas (Lazorthes et al., 1976, Peters et al., 1991).
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En el lugar de entrada de las arteriolas en la corteza cerebral, estos vasos se
encuentran rodeados por el denominado espacio perivascular de Virchow-Robin,
continuacién del espacio subaracnoideo segun Millen y Woollam (1961), y del espacio
subpial segun otros autores (Hutchings et al., 1986; Lasjunias y Berenstein, 1990). A
medida que el vaso penetra en el cortex, el recubrimiento de las células musculares
lisas se hace mas delgado y el espacio de Virchow-Robin se estrecha hasta desparecer
(Peters et al., 1991). En la zona profunda o terminal de las ateriolas intracerebrales se
observa una pérdida del recubrimiento de células musculares lisas. De forma
concomitante a esta pérdida aparecen otro tipo de células en la pared de los vasos: los
pericitos o células de Rouget. La aparicién de estas células en la pared de los vasos nos

indica el inicio del territorio capilar (Jones, 1970).

2.3. Aspectos morfoestructurales de los capilares cerebrales

Los capilares sanguineos cerebrales tienen una estructura histologica basica,
constituida por células endoteliales, pericitos y membrana basal. Todos estos elementos

forman parte de la denominada barrera hematoencefalica (BHE).

La BHE esta constituida por una monocapa de células endoteliales que cubre la
superficie de la luz capilar y restringe el movimiento de pequefias moléculas polares y
macromoléculas entre la sangre y el liquido intersticial cerebral (Reese y Karnovsky,
1967). Esta barrera endotelial estd complementada por pericitos capilares, que
comparten la membrana basal con las células endoteliales. Y por Gltimo se encuentran
los pies de los astrocitos, que rodean aproximadamente el 95% de la superficie
abluminal de la membrana basal perivascular (Vorbrodt y Dobrogowska, 2003).

A continuacién, comentaremos algunos de los aspectos morfoestructurales de las

estructuras que forman los capilares:

¢ Células endoteliales

Las células endoteliales del segmento capilar cerebral tienen una serie de propiedades

morfologicas que le diferencian de otras células endoteliales:
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* son alargadas, con un nucleo que suele ser de gran tamafio y que protruye en la

luz capilar.

» forman una capa continua, la capa intima, sin soluciones de continuidad o
fenestraciones, excepto en los d&rganos circunventriculares. (Wolff, 1963;
Lazorthes et al, 1976, Peters et al., 1991).

* las células estan unidas mediante tight juntions, con alta impedancia eléctrica y
baja permeabilidad a solutos polares, dando lugar a una barrera anatémica y

electroquimica, la BHE.

* presentan escasas vesiculas de pinocitosis.

* tienen abundantes mitocondrias (3 a 5 veces mas que otras células endoteliales)
lo que refleja una demanda energética alta para mantener los mecanismos de

transporte dependientes de energia.

* externamente a las células endoteliales se encuentra la membrana basal,
también continua. Esta membrana se desdobla para albergar a los pericitos
(Plenk, 1927; Lange y Halata, 1979).

* estan envueltas circunferencialmente por procesos de los pies de los astrocitos.

* Membrana basal capilar

La membrana basal es una matriz extracelular, acelular, especializada que separa las
células endoteliales y los pericitos del espacio extracelular. El grosor de la membrana
basal en adultos es de 30-40nm, aunque para otros autores (Cornford y Hyman, 2005)
es de 150-200nm, pudiendo alcanzar hasta los 400nm. La membrana es sintetizada por
astrocitos y por células endoteliales, los cuales estan conectados a la membrana por

finos filamentos.
Si las células endoteliales, los pericitos y las células gliales elaboran la membrana

basal, la degeneracion de estas células también puede inducir la degradacién de dicha
membrana y su lisis (Delorme y Grignon, 1978).
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Ultraestructuralmente la membrana basal es trilaminar, distinguiéndose una /lamina
interna o lucida, brillante y delgada que contiene las glicoproteinas de la superficie
membranosa de las células endoteliales o glicocalix. A continuacion se encuentra la
lamina densa, que es la capa mas gruesa, formada basicamente por colageno tipo IV,
aunque también contiene glicoproteinas, como la laminina (Timpl/ et al., 1983), y el
heparan-sulfato-proteoglicano (Hassell et al., 1985). La tercera lamina, la /lamina rara,
esta compuesta principalmente por microfibrillas y fibrillas de anclaje. Esta composicion
molecular de la membrana basal es Unica para cada tejido, confiriendo especificidad a
sus vasos capilares. Esta especificidad se logra mediante la expresion de diferentes

isoformas de sus componentes.

El colageno tipo IV forma el esqueleto de la membrana basal y se encuentra
principalmente en la lamina densa, que es el lugar de union del material generado por

los astrocitos y por las células endoteliales (Copin y Gasche, 2003).

El colageno tipo IV y la laminina se ensamblan en estructuras tipo hoja. La laminina y el
proteoglicano heparan-sulfato se encuentran en la lamina lucida, a nivel de las
membranas endoteliales, y en la lamina rara externa, a nivel de las membranas de los
astrocitos. Los polimeros de laminina se forman en la superficie celular y los polimeros
de colageno tipo 1V se asocian con los polimeros de laminina mediante la facilitacion por

nidégeno/entactina (Kalluri, 2003).

Se considera que la membrana basal forma la segunda linea de la BHE (Reese y
Karnovsky, 1967). Muchos estudios basados en datos experimentales y en procesos
patoldégicos han demostrado alteraciones de la membrana basal vascular. Castejon
(1988) describié alteraciones ultraestructurales de la membrana basal en capilares
corticales de pacientes con edema cerebral perifocal secundario a TCE.

La concepcidn inicial de que la membrana basal tenia funcion de barrera selectiva y de
soporte fisico a las células ha sido revisada para incluir en su rol otras funciones
bioldgicas: regular el crecimiento celular, la diferenciacion, la migracion y su influencia
en el desarrollo y reparacion tisular (Copin y Gasche, 2003). Ademas, regula la
liberacion de factores de crecimiento y proteasas, jugando un rol en la angiogénesis, en

la extravasacion de leucocitos y en el anidamiento de células tumorales, entre otros.

Otros estudios morfologicos sobre la membrana basal y su implicacion en procesos

patolégicos (como los tumorales) han demostrado que es incompleta o ausente (Paulus
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et al., 1988; Steinberg et al., 1991; Paku y Paweletz, 1991; Paku, 1998) o que, estando
presente, muestra alteraciones morfolégicas (Farnoud et al., 1992). Ejemplos de
alteraciones de la membrana basal los encontramos en la degeneracion de los vasos
del cristalino, cuyas células endoteliales regresan dejando manguitos vacios de
membrana basal (denominados “intercapillary strands”), los cuales persisten varios dias.
Y también en tumores tratados con inhibidores de angiogénesis, donde las células
endoteliales se despegan de su membrana basal dejando filamentos de esta membrana
sin cobertura de células endoteliales (Baluk et al., 2003).

El edema cerebral producido por diferentes causas, entre las que se encuentran los
TCE moderados y graves, es una condicidbn patoldgica susceptible de inducir
alteraciones ultraestructurales en la membrana basal de los capilares cerebrales
(Castejon y Valero 1980).

Otros autores han observado engrosamiento de la membrana basal capilar en casos de
microangiopatia diabética, de enfermedad de Alzheimer, de esclerodermia y
enfermedad de Raynaud, asi como en envejecimiento de la retina (Carson et al., 1980;
Johnson et al, 1982). En ciertas malformaciones congénitas, como anomalias
vasculares e hidrocefalia congénita, la membrana basal también presenta alteraciones

del tipo engrosamiento y vacuolizacién (Castejon, 2014).
Todos estos datos bibliograficos indican que la membrana basal capilar es, sin lugar a

duda, una estructura importante en diferentes patologias que afectan al cerebro (figura
5).
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Fig. 5. (a) Marcaje inmunocitoquimico (MAS-336) de membrana de célula
endotelial en capilares de corteza cerebral humana (Rodriguez-Baeza, 1998). (b)
Membrana basal observada mediante microscopia electronica de transmision, en
capilares de corteza cerebral humana.

* Pericitos (células de Rouget)

Durante mucho tiempo se ha prestado poca atencién a la existencia y al papel que
desempenan los pericitos. Sin embargo, en los ultimos afos, estas células han sido
objeto de estudios al considerarlas un componente necesario de los microvasos
sanguineos por su importancia en la regulacion del desarrollo vascular asi como en la

estabilizacién, maduracién y remodelacion de los mismos (Armulick et al., 2005).

Los pericitos son células perivasculares que forman una capa discontinua sobre la
superficie externa de los capilares y de las vénulas postcapilares. En capilares
cerebrales aislados se ha descrito un pericito por cada tres células endoteliales, los
cuales recubren del 20 al 30% de la circunferencia vascular (Copin y Gasche, 2003).

Los pericitos del SNC presentan un cuerpo de morfologia ovalada u oblonga que se
dispone paralelo al eje mayor del vaso, con un nucleo prominente y una cantidad
limitada de citoplasma perinuclear. De este citoplasma se extienden procesos primarios,
dispuestos también paralelos al eje vascular, y procesos secundarios, orientados

ortogonalmente, los cuéles rodean parcialmente la pared vascular. Los pericitos pueden
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ser granulares o agranulares, dependiendo de los lisosomas presentes en su
citoplasma. Los pericitos en el ser humano son exclusivamente granulares y ricos en

vesiculas (Copin y Gasche, 2003).

Segun Sims (1986) los pericitos son células contractiles especializadas, de origen
mesodérmico, localizados de forma discontinua en la tinica media capilar y venular,
compartiendo lamina basal con las células endoteliales. Estan separados del endotelio
por la membrana basal, aunque en los capilares humanos hay uniones (gap) pericito-
endoteliales que realizan los procesos citoplasmaticos (los llamados “peg-and-socket”
contacts) (Tilton et al., 1979; Cuevas et al., 1984; Gerhardt y Betsholtz, 2003). La
fibronectina ha sido caracterizada en estas uniones, la cual podria transmitir
contracciones del pericito a la célula endotelial, con la consecuente reduccién del

diametro vascular.

Se han descrito tres grandes funciones para los pericitos asociados a los microvasos del
SNC: contractilidad (regulacién del flujo sanguineo cerebral), regulacion de la actividad
de la célula endotelial (crecimiento y desarrollo) e inflamacién (como macréfagos
cerebrales). En este sentido sus lisosomas aumentan en tamafo y en numero cuando
se abre artificialmente la BHE mediante la administracién de proteinas exdgenas como
la peroxidasa de radbano picante (horseradish peroxidase, HRP) (Graham y Karnovsky,
1966). Se sugiere que constituirian asi una segunda linea de defensa celular,
fagocitando aquellas moléculas no deseadas que consiguen sobrepasar la barrera
endotelial.

Rodriguez-Baeza et al. (1998), han estudiado algunas estructuras perivasculares
relacionadas con los capilares de la corteza cerebral humana. Describieron los “plastic-
strips” como estructuras que se encuentran alrededor de arteriolas, con una morfologia
similar a las células musculares lisas, formando un manguito continuo alrededor de las
arteriolas corticales cerebrales y de la médula espinal. Ademas describieron estructuras
de morfologia similar a los pericitos, que presentaban una zona abombada, de 8 a
13um, cuya superficie exterior era convexa y la interior cbncava. Estas estructuras se
observaron en los capilares de las zonas media y profunda de la corteza cerebral

humana.

Varios autores han observado unas células que quedan anexas a los “PIVs”. Estas

células han sido consideradas como un subtipo de pericitos y denominadas de

diferentes formas: bridging cells (Reissenwebwer y Pessacq, 1971; Leibnitz y Bér, 1988;
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Mendes-Jorge et al., 2012), delta-cells (Cammermeyer 1965) o pericite-like cells (Ando
et al., 1999; Pfister et al., 2008).

Las bridging cells han sido demostradas en diferentes localizaciones: cerebro
(Cammermeyer, 1965; Leibnitz y Bér, 1988), retina (Pfister et al., 2008), musculo
esquelético (Gaudio et al., 1990) y piel (Imayama y Urabe, 1984). Los procesos de estas
células conectan con 2 6 3 capilares y se les atribuyen dos funciones principales: una
mecanica, de traccidn, lo que provocaria la disminucion del lumen vascular, y la otra de

comunicacion intercelular.

3. PUENTES INTERVASCULARES (“PIVs”)

Entre capilares se han observado estructuras de tipo filamentoso que en la bibliografia
consultada han tenido diferentes denominaciones. Nosotros hemos optado por utilizar el

término de “puentes intervasculares” (PIVs) para referirnos a ellas.

Fueron inicialmente descritas en el ojo por Henle (1838), aunque posteriormente fue
Robertson (1899) el que propuso el nombre de “intervascular connective tissue strands’
en su estudio de tejido nervioso procedente del hombre asi como de otras especies
(perro y oveja). Estas estructuras fueron también observadas por don Santiago Ramon y
Cajal (1907), el cual las denomind inicialmente como “faisceaux conjonctifs libres”. Otras
denominaciones que se han utilizado en el pasado han sido: “Verbindungsbriicken’
(Ranke, 1915), “cordons unitifs” (Spielmeyer, 1922; Schaltenbrand, 1928; Gellerstedt,
1933), “bridges of adventicial cytoplasm’ (Wolff, 1938), “intercapillary bridges” (Ashton,
1963; Guseo y Gallyas, 1974, Prados y Swank, 1942), “intervascular reticulin fibers”
(Bolényi, 1958) e “intervascular strands” (Cammermeyer, 1960).

Como se desprende de esta introduccién, el estudio de PIVs a nivel cerebral ha tenido
una larga pero irregular historia (Henle, 1838; Robertson, 1899y Ramon y Cajal, 1925),
(figura 6). En las dos décadas posteriores a la revision de Cammermeyer, (1960)
aparecieron pocos trabajos relacionados con estas estructuras y en ellos no se

valoraban los estudios realizados en retina.
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Muchos investigadores dedicados al estudio de enfermedades que afectan al cerebro
conocen la existencia de los PIVs, pero sin tener un conocimiento profundo de su

estructura, de su distribucion y de su funcion (Brown, 2010).

En nuestros dias, el estudio del sustrato neuropatoldégico de ciertas enfermedades
neurodegenerativas que afectan a un numero considerable de personas, como la
enfermedad de Alzheimer o la enfermedad de Parkinson, ha llevado a revalorizar estas
estructuras. El objetivo de estos recientes estudios es esclarecer su papel funcional
tanto en situaciones de normalidad como en condiciones patologicas (Kalaria y Hereda,
1995; Challa et al., 2002; Brown et al., 2009; Hunter et al., 2012; Yang et al., 2015).

Fig. 6. Tincion de plata. Descripcion de los PIVs llamados “cordons unitifs” (b y c),
por Ramoén y Cajal en la médula espinal de perro. Imagen procedente del libro
“Histologie du Systéme Nerveux de ’Homme et des Vertébres” (Ramén y Cajal 1952).
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3.1. Formacion y significado de los PIVs

La interpretacion que se ha dado para justificar el significado de los PIVs ha sido
diversa. Autores como Ramoén y Cajal los consideraba “fasciculos” o “cordones” de
union intervasculares, mientras que para su discipulo Nicolas Achucarro, (1911) eran
productos patologicos de procesos inflamatorios, como en la encefalitis (figura 7). Otros
autores han propuesto otras explicaciones, como son el proceso de envejecimiento
(Spielmeyer, 1911), el mantenimiento espacial de los vasos sanguineos
(Cammermeyer, 1960), el transporte de sustancias entre capilares (Cammermeyer,
1965; Reissenwebwer y Pessacq, 1971), capilares colapsados (Guseo y Gallyas, 1974)
e incluso a procesos de células que unirian capilares entre si (Zimmermann, 1923;
Leibnitz, 1975).

Fig. 7. (a) Tinciones mediante el tanino. (b) Tincion con plata amoniacal. Ambas
tinciones fueron utilizadas por N. Achucarro para visualizar los PIVs, en encéfalos
patoldgicos. Imagenes del trabajo “Histologisches liber gefdssverédung und liber
ihre erweichung in der hirnrinde. (N. Achucarro, 1913).

30



Introduccion

Ramon y Cajal (1925) sugirid que los PIVs se formaban por estrechamiento de la luz,
falta de flujo sanguineo y atrofia del vaso, dejando asi uUnicamente fibras de tejido
conectivo. Cammermeyer (1960) era concordante con esta descripcion y los interpreto

como el resultado de un proceso de atresia vascular.

El concepto de que los PIVs representan el estadio final de una atresia vascular
(Cammermeyer, 1960) sblo puede ser entendido si se tiene en cuenta una notoria
resistencia de las fibras de tejido conectivo argirofilico a procesos patolégicos. Sin
embargo esta hipdtesis no estd en consonancia con los conceptos actuales respecto a
su presencia en material patolégico. Siempre que se demuestra un numero excesivo de
fibras reticulares en el cerebro, se entiende que es indicativo de una nueva formaciéon de
éstas, como sucede en la encefalitis cronica sifilitica (Achucarro, 1911; 1913), en
infartos agudos (Neubdrger, 1930), en la necrosis coagulativa (Markiewicz, 1937), en la
degeneracion pseudolaminar cortical (Scherer, 1944), en neoplasias (Teltscharow y
Zulch, 1948; Bélényi y Féldes, 1954; Bdlégnyi, 1958) y en enfermedades
desmielinizantes (Pette, 1959; Shiraki, 1959).

Ciertos hallazgos anatémicos que contradicen esta vision pueden ser enfatizados: las
fibras son continuas con las de la pared vascular, el tamafo de las fibras permanece
constante y el numero de PIVs en un foco no excede al de los vasos atravesando el

tejido original.

En el estudio de Guseo y Gallyas, (1974) se postula que los PIVs pueden participar en

el crecimiento capilar, o que podrian estar involucrados en procesos degenerativos.

Leibnitz y Bér (1988) estudiaron los PIVs en diferentes mamiferos, postulando que eran
verdaderas células, considerandolas un subtipo de pericitos. Probablemente lo que
observaban eran verdaderos pericitos aun presentes en la membrana basal de capilares
destruidos. De hecho, notaron una sorprendente similitud entre los pericitos y los PIVs,

considerando que los PIVs estaban implicados en la formacion de nuevos capilares.

Pocos estudios han establecido la relacién de la edad con la aparicion, o la presencia,
de PIVs en el cerebro humano, asi como su significado. Algunos investigadores (Challa
et al., 2002; Brown et al., 2007) demuestran la presencia de PIVs en cerebros humanos
de todas las edades, observando un mayor numero de PIVs en el momento del
nacimiento. Otros autores (Binswanger, 1917) habian observado una disminucion de los
PIVs en relacién a la edad.
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3.2. Caracteristicas morfoestructurales de los PIVs

El origen mesodérmico de los PIVs se puede deducir de la presencia de fibras de tejido
conectivo y de nucleos de fibroblastos idénticos a los encontrados en los vasos
sanguineos. Las fibras tienen las afinidades tincionales propias de las fibras reticulares.
Su naturaleza argirofilica ha sido generalmente aceptada (Robertson, 1899, Ramoén y
Cajal, 1907, 1909, 1911; Achucarro, 1911, 1913; Ranke, 1915; Spielmeyer, 1922),
mientras que no se tinen con el método de van Gieson (Spielmeyer, 1922; Neublirger,
1930; Biggart, 1936) o lo hacen solamente cuando se encuentran en relacion con
cambios vasculares regresivos (Scholz, 1938; von Braunmdihl, 1957).

Historicamente los PIVs se han puesto de manifiesto mediante diferentes técnicas,
como la impregnacion con plata o la tincibn combinada de PAS/Gallocianina, con las
cuales adquieren una coloracién rojiza. Con este método Cammermeyer, (1960) los

identificd y defini6 como filamentos acelulares, carentes de lumen vascular (figura 8).

Una importante aportacion al estudio de estas estructuras la realizaron Guseo y Gallyas
(1974) utilizando un método de impregnacion argéntica en cerebros humanos normales
y patologicos de diferentes edades. Este método tifie los microvasos cerebrales,
incluidos los PIVs mas finos. Los estudios realizados con ayuda de microscopia

electronica revelan que este método tifie la membrana basal endotelial.
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Fig. 8. Imagenes mediante la tincion de PAS-galociano e impregnaciones de plata en
cerebro y médula espinal de diferentes especies. Hay fibras argirofilicas. s, i-v strand;
o, oligodendrocyte; n, nucleus of i-v strand; f, fractured i-v strand. Imagenes obtenidas
del trabajo de “The Journal of Comparative Neurology” Cammermeyer (1960).

Belford et al. (1987), estudiaron la localizacion de la laminina en los vasos de la retina
de ratas y de ratones. Después del colageno IV, la laminina es la glicoproteina
mayoritaria de la membrana basal en una gran variedad de tejidos humanos y de
animales, incluida la retina. Estos autores demostraron la presencia de esta en los
vasos de la retina, en la membrana limitante interna, en finas estructuras que
conectaban pequefios vasos, asi como en la capa fotorreceptora. En muchos casos las
delgadas lineas de laminina que unen vasos salian de células globulares situadas en la

superficie externa de pequefos vasos.
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A nivel de la retina humana se han descrito PIVs en preparaciones digeridas con tripsina
y tefidas con PAS, considerdndose remanentes de capilares retraidos (Ashton y
Tripathi, 1975).

Para Reisssenweber y Pessacq (1971) hay varios tipos de elementos intervasculares
demostrables mediante técnicas enzimaticas en el SNC. En este detallado trabajo, los
autores estudiaron varias especies de animales (gatos, conejos, ratas, sapos) asi como
humanos. En todos los especimenes encontraron células positivas al método de
ATPasa (muestras de criostato incubadas para deteccién de la actividad de adenosin
trifosfatasa). Las células fueron consideradas elementos gliales debido a la imagen
negativa central del nlcleo y positiva a las ramificaciones citoplasméaticas.
Frecuentemente una de las ramificaciones aparecié como un pie terminal sobre la pared
capilar. La ATPasa fue también positiva para otro tipo de célula que aparecia como un
puente entre dos capilares situados bastante lejos uno del otro. Estas células, largas y
delgadas, tenian pocas o ninguna ramificacién y ocasionalmente un ndcleo en posicion
media. Otra conexién intervascular, a modo de filamento y positiva a la ATPasa (con
granulos de ATPasa), se encontraba en continuidad con los capilares vecinos, siendo el
grosor del filamento menor que el del capilar mas delgado. La presencia de fosfatasa
alcalina después de la perfusion de gelatina-carmin mostr6 con detalle la arquitectura
vascular del cerebro del gato. Un depésito azul, que indicaba actividad enzimatica de la
tiamina pirofosfatasa (TPPasa), fue mas pronunciado en algunos capilares mientras que
otros mostraron una tincion muy débil. Sin embargo, incluso en esas preparaciones,
delgados filamentos no rellenos de gelatina aparecieron conectando bucles vasculares y
fueron identificados sélo por la actividad enzimatica. Ocasionalmente estas cortas
conexiones aparecieron sin actividad enzimatica y fueron reconocidas soélo por una débil

birrefringencia.

Similares formaciones fueron observadas después de la incubacion con ATPasa. En
todos los casos el filamento se localizaba en un punto donde los capilares estaban mas
juntos y parecian estar unidos por este. Este hecho, asi como la ausencia de

ramificaciones, les permiti6 diferenciar los filamentos de las células gliales.

Los vasos conectados fueron generalmente capilares, pero en ocasiones un capilar se
conectaba a un vaso mayor. Con la técnica de carbonato de plata (bloques fijados en
10% de formalina y procesados con un método modificado de del Rio Hortega para
impregnacién de plata de capilares), encontraron conexiones similares en todos los

animales. Estos autores concluyeron que los “intervascular strands” tienen actividad
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enzimatica ATPasa y TPPasa, pero no nucleotidasa. Estas enzimas fueron también
positivas en capilares y en oligodendrocitos. La actividad enzimatica podria estar
relacionada con las células gliales; sin embargo, la fosfatasa alcalina fue practicamente
negativa en dichas células. Ademas, la fosfatasa alcalina habia mostrado “capilares”
muy delgados, sin luz, con la misma distribucidbn que los filamentos aqui descritos
(Bannister y Romanul, 1963). Esos “capilares” no permitian el paso de gelatina, incluso
después del tratamiento con un potente vasodilatador, como el nitrito de sodio. Los
capilares sin luz han sido demostrados mediante microscopia electrénica en cerebro de
rata, y fueron interpretados como “capilares en crecimiento”. Ya que la fosfatasa alcalina
es caracteristica de la célula endotelial, la presencia de una fuerte actividad enzimatica
en los filamentos sugiere una conexion entre estas formaciones y la produccién de

“nuevos” capilares o la desaparicion de los “viejos”.

En animales con abundantes capilares cerebrales acetilcolinesterasa (AchE) positivos,
los PIVs parecen tener esta misma actividad. Este hecho estaria en concordancia con la
teoria del origen capilar de los PIVs. Ademads, la demostracion de dicha actividad
enzimatica en ellos refuerza la hip6tesis de una funcion de transporte, como habia

propuesto Cammermeyer (1965).

En los estudios actuales que relacionan los PIVs con enfermedades neurodegenerativas
se han realizado inmunomarcajes frente a colageno IV y a laminina, entre otros, para
poner de manifiesto la presencia de estos (Challa et al., 2002, 2004). Otros estudios
(Brown, et al., 2007; Hunter et al., 2012; Yang et al., 2015) han realizado también
inmunomarcajes mediante GFAP, fibrinbgeno y factor von Willebrand, con el objetivo de

caracterizar los PIVs y sus elementos celulares.

3.3. Caracteristicas funcionales de los PIVs

Desde un punto de vista funcional se ha propuesto que los PIVs ayudan a mantener la
estructura y la disposicion espacial, tanto en vasos cerebrales como en vasos retinianos
(Cammermeyer, 1960; Kuwabara y Cogan, 1960). No obstante también se ha postulado
que a través de los PIVs se pueden comunicar vasos sanguineos, permitiendo el paso
de moléculas por su interior (Cammermeyer, 1965). Otros autores les han atribuido un
papel en la patogenia de ciertas enfermedades degenerativas (Brown et al., 2007;

Hunter et al., 2012).
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En otros estudios se ha propuesto la hipbtesis de que los PIVs podrian transportar
sangre o plasma. Sin embargo, no hay evidencia de esta funcion. Los estudios mas
relevantes sobre este tema se han realizado en capilares de la retina mediante la
combinacién de métodos de angiografia por fluoresceina y digestion tisular (Kohner y
Henkind, 1970; De Venecia et al., 1976).

Otro significado funcional asignado a los PIVs podria ser su similitud con fibras de tejido
conectivo en los tejidos y paredes vasculares, manteniendo su configuracion
tridimensional. En especies con muchos PIVs, estos podrian ofrecer un anclaje adicional
para los vasos y dar una seguridad extra para mantenerlos en yuxtaposicion con las
neuronas (Kuwabara y Cogan, 1960; Cammermeyer, 1965; Ando et al., 1999). Esta
capacidad también podria ser importante en otros tejidos en los cuéles los cuerpos

celulares tienen que estar situados a lo largo de los vasos.

3.4. Localizacion de los PIVs

Los PIVs son de distribucion universal y deberian encontrarse en cualquier tejido donde
las células endoteliales de un capilar hayan “muerto”, dejando unicamente “tubos” de

membrana basal.

Se han descrito en todas las regiones del SNC (Leibnitz y Bér, 1988), siendo mas
numerosos en la médula espinal, en nucleos del tronco encefalico y en corteza
cerebelosa. Son menos frecuentes en corteza cerebral y en ganglios subcorticales; y
raros en sustancia blanca (Ramén y Cajal, 1907, 1909, 1925; Ranke, 1915; Spielmeyer,
1922; Gellerstedt, 1933). Asi mismo han sido observados en la retina, tanto de humanos
como de ratones (Kuwabara y Cogan, 1963; Llombart, 2007). A parte de su localizacion
en el SNC, se han demostrado en la glandula pineal (Achuacarro, 1913; Amprino, 1935),
en el timo (Plenk, 1927), en la hipofisis (Romeis, 1940), en los glomérulos renales
(Bohle y Herfarth, 1958), en el musculo esquelético (Williamson et al., 1980) y en la red
capilar subepidérmica (Imayama y Urabe, 1984).

3.5. Implicacién de los PIVs en la patologia cerebral

Hoy en dia no se conoce ninguna patologia que esté causada de forma directa por una

alteracion de los PIVs. Sin embargo, numerosos estudios demuestran que existe una
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implicacion indirecta de estas estructuras en ciertas patologias de la retina y del

cerebro.

En la excelente revision bibliografica de Cammermeyer (1960), este autor hace
referencia a tres grupos de autores: un primer grupo, poco numeroso, que consideran
que los PIVs estan presentes en condiciones normales y aumentan en numero como
resultado de cambios reactivos vasculares en el envejecimiento, el infarto, la encefalitis
y en trastornos nutricionales (Obersteiner, 1908; Achucarro, 1911 y 1913; Ranke, 1915;
Spielmeyer, 1922; Ramoén y Cajal, 1925; Gellerstedt, 1933; Prados y Swank, 1942). Un
segundo grupo, mas numeroso, evitan referirse a su aparicién en condiciones normales
y consideran que representan un estadio final de fibrosis capilar secundaria al
envejecimiento, enfermedad hipertensiva cardiovascular, infarto cerebral, trastornos
metabdlicos, encefalopatia perinatal, lesiébn postirradiaciéon y/o cambios cerebrales
reumaticos (Spielmeyer, 1911; Rosenblath, 1927; Hallervorden, 1930; Biggart, 1936;
Markiewicz, 1937; Scholz, 1938; Weil, 1945; Scheinker, 1951; Harris, 1955; Adams,
1956; von Braunmdihl, 1957). Y un tercer grupo, que revisan los cambios patolégicos de
los vasos cerebrales, en los que incluyen fibrosis arteriocapilar, esclerosis o hialinizaciéon
de las arterias mas pequefas como representativas de algunos cambios vasculares, a
parte de los implicitos del grupo anterior, aun sin reconocer la presencia de los PIVs en
tejido normal (Lewy, 1925; Winkelman, 1926; Scholz, 1938; Moschowitz, 1949; Dublin,
1954; Wolff, 1959).

Los estudios de Ashton y Tripathi, (1975), utilizando secciones de retina tefidas con
impregnacién de plata de Wilder, o tincion para reticulina de Gomori, muestran una red
perivascular argirofilica. En retinas digeridas encontraron dos formas de conexiones
intercapilares. La primera corresponde a un capilar atenuado degenerado, normalmente
acelular (membrana basal remanente de un capilar, cerrado o parcialmente cerrado por
retraccion o por degeneracion) y algunas veces referido como “un capilar muerto”; la
otra corresponde a un delicado filamento interconectando (referido por Daicker, 1971,
como “mesodermal strand”). Ambas estructuras fueron ilustradas por otros autores y se

han observado en diferentes tejidos.
A partir de la década de los 90 se han realizado diferentes estudios que evaltan los

PIVs en el contexto de diferentes enfermedades neurodegenerativas entre la que
destaca la enfermedad de Alzheimer (Challa et al., 200; Hunter 2012).
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Actualmente se define la enfermedad de Alzheimer como una enfermedad
neurodegenerativa, que se caracteriza patologicamente por la acumulacién
intraneuronal de proteina Tau hiperfosforilada y la acumulacién extracelular de amiloide-
B (AB). Sin embargo, la importancia de los factores vasculares que contribuyen a su
patogénesis son cada vez mas relevantes (Breteler, 2000; Launer, 2002). Asi, los
factores de riesgo vasculares adquieren cada vez mas importancia en la enfermedad de
Alzheimer, como son la hipertension, la diabetes mellitus y las lesiones
cerebrovasculares (Schneider et al., 2007).

Las complicaciones macrovasculares, incluyendo el accidente cerebrovascular
(lacunar), y las microhemorragias, probablemente no expliquen suficientemente el
"componente vascular" de la demencia. También se han observado anormalidades
microvasculares en pacientes con esta enfermedad, las cuales tienen importancia en su
patogénesis (Buée et al., 1994; Dickstein et al., 2010), asi como cambios estructurales
en la red microvascular del parénquima cerebral, incluyendo alteraciones de la BHE y

engrosamiento de la membrana basal (Farkas y Luiten, 2001, Zlokovic, 2005).

Los cambios morfolégicos macroscopicos de la red microvascular se producen en las
regiones cerebrales afectadas, e incluyen bucles, aumento de la tortuosidad y la
aparicion de los PIVs, si bien no se sabe si estas alteraciones representan remanentes
de capilares degenerados, neovascularizaciones o vainas de lamina basal vacias,
potencialmente disponibles para recanalizacién. Ademas de estos cambios morfoldgicos
cualitativos en la red microvascular, se han observado cambios cuantitativos en la red
microvascular (Kalaria y Kroon, 1992; Kalaria y Hedera, 1995; Challa et al., 2004;
Richard et al., 2010; Guan et al., 2013).

Hay estudios que relacionan un incremento de PIVs con diferentes patologias
cerebrales, entre las que destacan la esclerosis temporal mesial, (Mott et al., 2009),
otros, por el contrario, hablan de una disminucion de los PIVs en patologias de tipo

degenerativo cerebral (Moody et al., 2004, Brown et al., 2007).

3.6. Clasificaciones propuestas para los PIVs

En el estudio de Guseo y Gallyas (1974) se consideraron tres tipos de PIVs:

* Eltipo | se originaria en la vecindad del nicleo de una célula endotelial. Parecen

adherirse a otro capilar por medio de una estructura en forma de disco. Se
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pueden bifurcar o incluso ramificar. Las finas fibras parecen ser compactas
mientras que las mas gruesas tienen lumen. Se tifien con plata tan intensamente
como los capilares. Este tipo es considerado por lo autores como prolongaciones

de células endoteliales envueltas por membrana basal.

e Eltipo Il son estructuras de diametro inconstante, pudiendo variar de 0.5 a 5um
en diferentes puntos. Los puentes tienen limites arrugados y frecuentemente un

lumen. Son considerados capilares colapsados.

e El tipo lll son estructuras con diferentes procesos que abrazan al capilar, o
siguen su trayecto. Son probablemente procesos de pericitos (células de
Rouget). Algunos de ellos abandonan el capilar y llegan a otro. En casos
extremos toda la célula se expande entre dos capilares. En este caso se tifien

con plata mas intensamente que los capilares.

Leibnitz y Bér (1988), basandose en la clasificacion de Guseo y Gallyas, proponen que
son puentes formados por procesos de células endoteliales, por capilares colapsados y
por procesos de pericitos. Con relacion a su morfologia, el tipo | le parece idéntico a los
descritos por él, pero difiere de ellos por su origen endotelial. El tipo Il (considerado por
los autores como un mayor crecimiento de un proceso endotelial y guiado por un

proceso pericitico) no muestra ninguna similitud con sus puentes.
Llombart, en su tesis doctoral (Tesis doctoral, 2007) sobre la caracterizacion de los PIVs

en la retina de ratones y humanos, propone una clasificacién basada en la relacion que

tienen las “bridging cells” con los PIVs.
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4. TRAUMATISMOS CRANEOENCEFALICOS (TCE)

Los TCE contintan siendo la primera causa de muerte, o de discapacidad, en la
poblacién menor a 45 anos.

En los pacientes afectos de TCE grave (determinado por la puntuacién en la escala de
coma de Glasgow < 8) (Tabla 1), existen lesiones primarias que se producen como
consecuencia del propio impacto, y lesiones secundarias desencadenadas tras un
periodo de tiempo variable desde el accidente, caracterizadas por su progresion y papel
determinante en la evolucion de dichos pacientes, en cuanto a su morbilidad o
mortalidad (Graham et al., 1987).

Su elevado indice de mortalidad, las prolongadas hospitalizaciones y las graves
secuelas resultantes, hacen que los TCE constituyan uno de los problemas socio-

sanitarios mas importantes del momento actual en nuestra sociedad.

En la ultima década se han producido avances muy significativos, tanto en el manejo
clinico de los TCE como en el conocimiento de su fisiopatologia. Los nuevos
descubrimientos morfolégicos vy fisiopatoldgicos han permitido individualizar y
racionalizar las medidas terapéuticas y han contribuido a mejorar el pronéstico de estos
pacientes. Aunque existe un importante desarrollo en las técnicas neuroquimicas,
histopatologicas y moleculares para estudiar el TCE en el hombre, adn no disponemos
de ninguna terapia especifica “neuroprotectora”, y los traumatismos continuan siendo
una de las principales causas de discapacidad y muerte de jovenes en paises
industrializados (Launer, 2002).
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Tabla 1.
Tabla 1. Escala de Glasgow
Apertura ocular Respuesta motora Respuesta verbal
Espontanea 4 Espontdnea, normal 6 Orientada 5
A la voz 3 Localiza al tacto 5 Confusa 4
Al dolor 2 Localiza al dolor 4 Palabras inapropiadas 3
Ninguna 1 Decorticacién 3 Sonidos incomprensibles 2
Descerebracién 2 Ninguna 1
Ninguna 1

Sequn la puntuacion obtenida los TCE son:

Leve: 14-15
Moderado: 9-13

Severo <8, mal pronostico

Encyclopedia of the Human Brain. Keidel and Stude (2002)

4.1. Factores implicados en las lesiones de los TCE

Existen diversas formas de clasificar las lesiones resultantes de los TCE, siendo una de
ellas la que considera su vertiente etiopatogénica. En este sentido, y como hemos
sefialado anteriormente, se ha diferenciado tradicionalmente entre lesiones primarias, o

de impacto, y lesiones secundarias o complicaciones.

Las lesiones primarias abarcan los danos inmediatos que sufre el SNC en el momento
del impacto, y estos dafios no son tratables (Launer, 2002), sélo prevenibles. En
cambio, las lesiones secundarias son las que determinan la evolucién y el pronéstico del

paciente.
La importancia clinica de las lesiones secundarias ha provocado un creciente interés en

profundizar en el conocimiento de su fisiopatologia con el objetivo de influir

terapéuticamente de la forma mas certera posible en los mecanismos que las
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desarrollan. Parece demostrado que las lesiones cerebrales traumaticas son muy

dinamicas y no son simples eventos, sino procesos (Sahuquillo et al., 2001).

En este sentido se ha propuesto el concepto de lesiones terciarias (Pitts y Mcintosh,
1990), que hace referencia a las consecuencias funcionales y estructurales de las
lesiones secundarias a través de la aparicién de cascadas metabdlicas o fisicoquimicas
anormales en los pacientes afectos de un TCE grave (Poca et al., 1996; Lafuente y
Zarranz, 1998).

En el concepto “lesiones secundarias” se incluyen las alteraciones axonales y/o
vasculares difusas, las lesiones cerebrales hipdxicas y el edema (swelling) cerebral. Las
lesiones secundarias de mayor significacién en el pronéstico de los pacientes afectos de
TCE grave son la isquemia cerebral y el aumento de la presion intracraneal (cuyo valor
normal es de 15 a 20mmHg) (Sahuquillo et al., 1996).

Desde una perspectiva estructural se ha puesto de relieve que en los TCE hay
hemorragias perivasculares, swelling astrocitico, cambios en la mielina, infiltracion de
macrofagos, apoptosis, fagocitosis y atrofia (Ragaisis, 2002). La aparicion de zonas de
hipoperfusién se inicia alrededor de las 3 horas después de la lesién primaria, y la
probabilidad de trombosis vascular aumenta significativamente 6 horas mas tarde
(Katayama et al., 1998).

La isquemia cerebral, definida como un flujo sanguineo cerebral menor a
18ml/100g/min, y areas cerebrales perfundidas a menos de 12ml/100g/min estan
destinadas a morir y representan el centro isquémico (Leker y Shohami, 2002). Este
centro se presenta en aproximadamente el 30% de los pacientes afectos de un TCE
grave (Zauner et al., 1996), habiendo sido demostrado, desde el punto de vista
histopatologico, en el 90% de los pacientes fallecidos por esta causa (Graham et al.,
1978,1989).

Se conoce que muchas de las lesiones secundarias y terciarias involucran una plétora
de eventos bioquimicos (incluyendo alteraciones de la vascularizacion cerebral) que
dejan al parénquima cerebral en riesgo de isquemia e hipertensidn intracraneal (Golding
etal., 1999).

La isquemia cerebral secundaria a un TCE puede deberse a hipertension intracraneal, a

una reduccion en la presion de perfusion cerebral o ser secundaria a problemas
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sistémicos que ocurren preferentemente en la fase prehospitalaria (hipoxia, hipotension
o0 anemia). Ademas, en muchos casos, las lesiones isquémicas desencadenan
importantes cascadas bioquimicas: liberacion de aminoacidos excitotoxicos, entrada
masiva de calcio en la célula, produccion de radicales libres derivados del oxigeno y
activacion de la cascada del acido araquidénico. Estas cascadas son extremadamente
lesivas para las células del SNC y se ha demostrado que tienen una gran relevancia en
la fisiopatologia del TCE. Son precisamente estas cascadas, y sus consecuencias
funcionales y estructurales en el parénquima encefalico, las que han determinado el

concepto de lesiones terciarias (Pitts y Mcintosh, 1990).

En todo érgano, cuando el flujo sanguineo no aporta el oxigeno suficiente para la
correcta funcion celular aparece la isquemia tisular. Una reduccién moderada del flujo
sanguineo cerebral, por debajo de 50ml/100g/min, puede no tener traduccion clinica si
la reduccion del flujo se compensa con un incremento de la extraccion tisular de
oxigeno. A esta situacion se le ha denominado "oliguemia", para diferenciarla de otra
situacion mas severa en que la reduccion del flujo sanguineo se acompafa de sintomas
clinicos, apareciendo la isquemia. Cuando la reduccion del flujo sanguineo es tan
importante condiciona una alteracion tisular estructural que conlleva al infarto. La
diferencia fundamental entre los términos isquemia e infarto es la potencial

reversibilidad del primero, versus el caracter irreversible del segundo.

Se ha demostrado que en infartos de miocardio y en accidentes vasculares cerebrales
existe una zona central de dafo estructural irreparable, donde las células mueren por
necrosis, y una zona periférica potencialmente viable, pero con riesgo de ser afectada
irreversiblemente, denominada area de penumbra, donde las células presentan una
alteracion funcional y metabdlica y en la que se puede producir una muerte celular

progresiva por mecanismos de apoptosis (Thompson, 1995; Sanchez-Chavez, 1999).

La disminucién del flujo sanguineo cerebral a valores de aproximadamente
30ml/100g/min da lugar a manifestaciones clinicas como somnolencia, vértigos, etc....
Cuando la hipoperfusion celular alcanza valores de 16-20ml/100g/min cesa la
transmision sinéptica (flujp umbral de transmision sinaptica). Y cuando el flujo
sanguineo cerebral es aun menor (< 6-8ml/100g/min) se produce un fallo en el
funcionamiento de la membrana celular (flujo umbral de fallo de membrana). En
condiciones mas precarias, cuando el aporte de oxigeno a la célula no cubre sus
requerimientos minimos, se produce una deplecion de moléculas de ATP vy, en ultimo

término, aparecen alteraciones en la estructura celular (desarrollo de infarto).
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El margen entre ambos flujos determina una zona en la cual existe una inactividad
funcional, pero el tejido es aun viable, pudiendo recuperar su funcion si el flujo se
restaura, definido como “zona de penumbra” (Keidel y Stude, 2002). Esta "zona de
penumbra" resulta de gran interés a la hora de establecer medidas terapéuticas en
todos aquellos pacientes que puedan presentar lesiones isquémicas cerebrales (Astrup
et al., 1977). A su vez, el espasmo en las arterias cerebrales ha sido postulado por
muchos autores como una de las causas de isquemia en los TCE (Clower et al., 1981;
Sbarbati et al., 1996) (figura 9).

zona de perfusion normal (50-60ml/100gr/min)

zona de perf 18ml/100gr/min

zona de perfusion menor a 10-12mi/100gr/min

Fig. 9. Lesiones secundarias en el TCE. Esquema adaptado de Leker and
Shohami (2002)

44



Introduccion

4.2. Repercusion de la isquemia cerebral en el paciente neurotraumatico

Hasta hace relativamente pocos afos se concedia una importancia capital a la
hipertension intracraneal en el manejo terapéutico y en la evolucion clinica de los
pacientes neurotraumaticos. Esto explica que los protocolos terapéuticos se hayan
dirigido tradicionalmente a evitar, o tratar, de forma casi exclusiva la hipertension
intracraneal. No obstante, uno de los avances mas significativos que se han producido
en el ambito de esta patologia ha sido el reconocimiento de la gran importancia
fisiopatologica de otras lesiones secundarias: las lesiones hipdxico-isquémicas
cerebrales.

Los estudios necropsicos realizados por Graham (Graham et al., 1971, 1978)
objetivaron una elevada prevalencia de lesiones isquémicas en pacientes que
fallecieron a consecuencia de un TCE (> 80%). Ademas, se ha establecido una fase
intermedia, reversible en la fisiopatogenia de las lesiones isquémicas, denominada
"penumbra isquémica". Si se aplican ciertas medidas terapéuticas en esta fase puede
revertirse el proceso que conduce a la necrosis tisular irreversible (Sahuquillo et al.,
1996, 2001).

Debido a su limitacion para almacenar substratos, el encéfalo es un o6rgano
especialmente sensible a los insultos isquémicos. Esta reducida capacidad de
almacenamiento lo hace extremadamente dependiente de un aporte continuo y
suficiente de oxigeno y de glucosa. La falta de energia se traduce, en cuestion de
segundos, en un fallo de la funcidon neuronal, y al cabo de pocos minutos, en una
alteracion estructural permanente. Las zonas de infarto aparecen con mayor frecuencia
en aquellos pacientes que han presentado episodios conocidos de hipotension arterial,

hipoxia o hipertension intracraneal.

En los ultimos afios se ha constatado que, ademas de sus mecanismos lesivos
intrinsecos, la isquemia cerebral origina o potencia la aparicion de importantes cascadas
metabdlicas andmalas (liberacion incontrolada de neurotransmisores excitatorios,
entrada masiva de calcio al interior celular, formacién de radicales libres...), que son la
causa mas importante de alteraciones celulares y de lesiones estructurales irreversibles

gue presentan los pacientes neurocriticos (Poca et al., 1996; Lafuente y Zarranz, 1998).
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Se ha sugerido que la patogénesis de las lesiones secundarias resulta de la interaccion
de multiples fenébmenos que incluyen alteraciones anatdmicas y funcionales de la

microcirculacion cerebral (Clower et al., 1994; Zhang et al., 1998).

El dano del endotelio vascular, ya sea de origen isquémico primario 0 como
consecuencia de lesiones secundarias, conduce a la degradacion de la lamina basal y al
cambio de permeabilidad de los capilares cerebrales (Preston et al., 1993). En este
proceso tienen un papel relevante las metaloproteinasas de la matriz extracelular (Asahi
et al., 2001).

4.3. PIVs en los traumatismos craneoencefalicos

En el trabajo de De Vries et al., (1997), el edema cerebral es clasificado en dos tipos en
base a sus caracteristicas morfolégicas: vasogénico o edema humedo (wet), resultado
de un aumento de la permeabilidad de la BHE, y citotoxico o edema seco (dry),

resultado de un hinchamiento (swelling) de las células del parénquima cerebral.

El edema vasogénico es el tipo de edema observado mas frecuentemente después de
lesiones inducidas por apoplejia isquémica, tumores cerebrales o lesiones inflamatorias.
La BHE expresa cambios morfolégicos al inicio del edema vasogénico, tales como
apertura de las uniones estrechas (tight junctions) y dafio en la membrana de la célula
endotelial, seguida de migracién de leucocitos al parénquima nervioso (Klatzo, 1987).
Ademas, el aumento de la permeabilidad detectada durante el edema cerebral
vasogénico puede ser el resultado del aumento de la actividad pinocitica de las células
endoteliales.

El edema citotoxico es el trastorno clinico mas significativo después de los procesos
isquémicos en el SNC, y se caracteriza por un aumento del agua que contienen las
células, lo cual puede estar causado por un trastorno en los sistemas de transporte de

potasio y de sodio, mas que por cambios en la permeabilidad de la BHE (Klatzo, 1987).

A pesar de los numerosos logros alcanzados en los Ultimos afios respecto del
conocimiento de los mecanismos fisiopatoldgicos que se suceden en los TCE graves,
gracias a distintos métodos de diagnostico por imagen (tomografia computarizada (TC),
resonancia magnética (RM), tomografia por emision simple de fotones (SPECT) y
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tomografia por emisién de positrones, (PET), asi como de evaluaciéon metabdlica tisular
(pO2, pCO,, microdidlisis, etc.), se mantiene todavia elevado el porcentaje de morbilidad
y de mortalidad en estos pacientes, y son controvertidas las pautas terapéuticas que se
deben aplicar, siendo por lo tanto un problema socio-sanitario trascendente sobre todo
en los paises desarrollados.

El edema, en general, implica un aumento del liquido en el espacio intercelular, con el
consiguiente aumento de volumen del tejido. En este contexto la isquemia celular podria
agravarse por el edema vasogénico debido al aumento de la distancia entre capilares y
células. La desestructuracion de los PIVs podria deberse a un efecto mecanico del
edema, entre otros, y tener una importancia en la isquemia cerebral. Asi estas
estructuras pasarian a tener una mayor trascendencia clinica de la que se les ha

reconocido hasta ahora.

De las consideraciones anteriores se deduce que las alteraciones del flujo sanguineo
cerebral son muy frecuentes en los TCE. Aparecen de forma precoz después del
traumatismo y pueden conducir a la isquemia cerebral. De aqui la importancia de valorar
la presencia de los PIVs en pacientes fallecidos a consecuencia de las lesiones

secundarias (y terciarias) después de sufrir un TCE.
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HIPOTESIS

Existen puentes intervasculares en la microvascularizacion de la corteza

cerebral humana, especialmente en la red capilar.

La densidad, la distribucién y las caracteristicas de los puentes intervasculares
varia cuando se consideran diferentes regiones y areas cerebrales y estaria en

relacion con la angio y con la citoarquitectura de la corteza cerebral humana.

Los puentes intervasculares pueden estar alterados en diferentes patologias
que afectan a la microcirculacién de la corteza cerebral humana, como es el

traumatismo craneoencefalico grave.

1. OBJETIVOS

1.

Identificar y caracterizar la estructura y la composicion de los puentes

intervasculares en diferentes areas en la corteza cerebral humana.

Establecer, si las hay, diferencias cuantitativas de los puentes intervasculares

en las diferentes areas corticales de la corteza cerebral humana.

Establecer una clasificacion morfolégica de los puentes intervasculares.

Establecer, si las hay, diferencias entre los puentes intervasculares en las
muestras de corteza cerebral humana de pacientes fallecidos por traumatismo

craneoencefalico respecto a pacientes fallecidos por otras causas.
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MATERIAL Y METODOS

1. OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Para este estudio hemos utilizado muestras de tejido de corteza cerebral
pertenecientes a 12 cadaveres humanos. Las muestras fueron obtenidas durante la
realizacion de la preceptiva autopsia médico-legal en el Instituto Anatomico Forense
de Barcelona (actualmente Institut de Medicina Legal i Ciéncies Forenses de
Catalunya - IMLCFC) consistente en la apertura y evaluacion de las tres cavidades:

térax, abdomen y craneo.

Todas las muestras fueron obtenidas antes de la entrada en vigor de la Ley de
Investigacion Biomédica 14/2007 (BOE 159 de 4 de julio de 2007) y han sido
evaluadas de acuerdo con la segunda disposicion transitoria de dicha ley. Ademas, las
muestras fueron anonimizadas, de acuerdo a la Ley de Proteccidbn de datos
personales (Ley 14/1986, de 25 de abril, General de Sanidad y la Ley 41/2002, de 14
de noviembre, Basica reguladora de la autonomia del paciente y de derechos y
obligaciones en materia de informacion y documentacion clinica), asignandoles una

referencia numérica.
Las muestras encefalicas fueron obtenidas de dos grupos de individuos (figura 10):

* Un Grupo Control (A) en el cual se incluyeron 6 individuos cuya causa de
muerte no estaba relacionada con un TCE ni presentaban alteraciones

craneoencefalicas conocidas.

* Un Grupo TCE (B) que consisti6 en muestras de 6 individuos que habian

fallecido de forma diferida, como consecuencia de un TCE grave.

Las muestras obtenidas del grupo Control (Tabla 2) consistieron en bloques
poligonales de corteza cerebral, de aproximadamente 1cm®. El tamafio de las
muestras permitia obtener todo el grosor de la sustancia gris y parte de la sustancia

blanca subcortical.
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De cada individuo se obtuvieron muestras corticales de los cuatro l6bulos cerebrales,
preferiblemente de las siguientes areas: del I6bulo frontal (A4), del I6bulo parietal

(A3,1,2), del I6bulo temporal (giro parahipocampal) y del I6bulo occipital (A17).

En el grupo TCE (Tabla 3) se realizd el mismo procedimiento para la toma de
muestras, pero con identificacion y toma de muestras de la regién contusionada y/o de
zonas perilesionales. Dependiendo de las lesiones observadas, se tomaron muestras
de éareas alternativas a las establecidas en el grupo control. Los individuos de este
grupo habian ingresado en un hospital y su fallecimiento se habia producido horas
mas tarde (la evolucidon postraumatica no excedid6 de las 72 horas hasta su

fallecimiento).

El tiempo transcurrido desde el fallecimiento del paciente hasta la obtencion de las
muestras en el IMLCFC nunca excedio de las 24 horas.

Tablas 2 y 3. Se especifican las caracteristicas individuales de cada grupo.

C13 M 77 Rotura aneurisma aorta
Cci4 M 24 Rotura hepatica
C15 M 49 Muerte subita
Cle M 56 Asfixia mecanica
Cc17 M 40 Muerte subita
Cc18 M 40 Asfixia mecanica
a
Temporal X X X X X X
Parietal X X X X X X
Frontal X X X X X X
Occipital X X X X X X
b

Tabla 2. Grupo Control (A). Caracteristicas individuales (a).
Regiones de estudio de cada individuo (b).
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Material y métodos

N2 Sexo Edad Causa de fallecimiento
T1 M 69 Contusiones hemorragicas frontales
| Edema cerebral
T2 M 69 Contusiones hemorragicas frontales
| Edema cerebral.
T3 M 75 Contusiones hemorragicas fronto-temporales

y occipital derechas
Edema cerebral

T4 M 70 Estallido te;nporal derecho
Edema cerebral
15 M 70 Contusién frontal izquierda
Edema cerebral
T6 M 16 Contusiones frontales basales

Edema cerebral

X X X X

Temporal X X

Parietal X X X -- X -
Frontal X X X X X X
Occipital X X X X X X

b

Tabla 3. Grupo TCE (B). Caracteristicas individuales (a). Regiones de
estudio de cada individuo (b).
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Fig. 10. Imagenes de la norma basal y vertical de encéfalos extraidos en la sala
de autopsias. Grupo Control, C16 (a y b). Grupo TCE, T3 (c) y T6 (d), donde se
demuestra hemorragia subaracnoidea con destruccion de parénquima de los
I6bulos frontal, temporal y occipital derechos y edema cerebral (c) y edema
cerebral difuso (d).

58



2. FIJACION Y CONSERVACION DE LAS MUESTRAS

2.1. Fijacién para la inclusién en parafina y corte en vibratomo

Todas las muestras de tejido cerebral obtenidas fueron inmediatamente fijadas en
solucién de Zamboni' a 4°C durante 24 horas. Posteriormente se realizd un lavado en
solucién PBS? para eliminar los restos de fijador, y las muestras fueron mantenidas en

etanol al 70% a 4°C hasta su procesamiento.
Cada una de estas muestras fue dividida en una parte para inclusién en bloque de

parafina y otra parte para realizar secciones mediante vibratomo. Estas Ultimas fueron

conservadas a -20°C en solucion de criopreservacion de Olmos® hasta su utilizacion.

Soluciones utilizadas

Para preparar 1 litro de solucion:
» Calentar 700 ml de agua destilada hasta unos 60-70 °C.
» Anfadir 40 g de paraformaldehido.
» Anadir gotas de NaOH 1M hasta que el paraformaldehido se disuelva por
completo.
Afadir 150 ml de solucion saturada de acido picrico.
Anadir 100 ml de solucion de PBS 10X.
Dejar enfriar y ajustar el pH a 7.4.
Enrasar a 1 litro con agua destilada.

V|iV| V|V

Para 1 litro de solucion:

76 g NaCl (Mw 58.4425 g/mol, M = 1,3 mol/l).

9.9 g Na2HPO4 (Mw 141.959 g/mol, M = 0,07 mol/l).

4.1 g NaH2PO4 x H20 (Mw 137.992 g/mol, M = 0,03 mol/l).

Disolver las tres sales en agua destilada, ajustar a pH 7.4 y enrasar a 1 litro.

A\

Y|V V
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Para preparar 1 litro de solucion:
» Disolver 300 g de sacarosa y 10 g de polivinil-pirrolidona en 700 ml de PBS 1x.
» Anadir 300 ml de polietilenglicol.

2.2. Fijacién para microscopia electronica de transmision

En 3 casos controles y en 3 casos de TCE se procedi6 a recoger muestras de 0.5cm®
para ser inmediatamente fijadas en solucion de glutaraldehido al 2,5% en tampén
fosfato 0,1M pH 7.4. El tiempo de fijacion oscild entre 2-4 horas para luego ser

procesadas para microscopia electronica de transmision (TEM).

3. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS EN BLOQUE DE PARAFINA PARA
ESTUDIO MEDIANTE MICROSCOPIA OPTICA

Las muestras incluidas en bloque de parafina fueron seccionadas a 10ym en
microtomo de rotacion (Microm HM 325, Thermo Scientific, Germany). Los cortes
fueron montados en portaobjetos, previamente tratados con Silane® (Sigma-Aldrich®,
St Louis, Missouri, USA) y en ellos se realiz6 tincibn de hematoxilina-eosina
(Protocolo 1).

El objetivo de este procedimiento era estudiar el estado del parénquima nervioso y

evaluar su integridad, tanto del grupo control como del grupo TCE.

Los cortes asi obtenidos fueron evaluados mediante microscopia Optica convencional
a 200x y 400x.
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Protocolo 1

Una fraccién de cada muestra fijada en solucién de Zamboni y preservadas a 4°C en
etanol al 70% fue incluida en parafina previo paso por las siguientes disoluciones:

VIV V VYV V|V

Etanol 80% 1 hora.

Etanol 90% 1 hora.

Etanol 96% 1 hora.

Etanol absoluto 1 hora.

Xilol 1 hora.

Parafina a 55°C 1 hora.
Montaje del bloque de parafina.

Una vez obtenidos los cortes fueron rehidratados siguiendo los siguientes pasos de

lavado:

>
>
>
>

Xilol 10 minutos x 2.

Etanol absoluto 10 minutos x 2.
Etanol 96% 10 minutos x 2.
Agua corriente 10 minutos x 2.

El procedimiento de tincién de los cortes fue el siguiente:

YV V|V |V V VYV

Hematoxilina de Harris (Sigma-Aldrich®, ref.: HHS16) 5 minutos.
Lavado con abundante agua hasta eliminar todo el exceso de colorante.
Paso rapido por solucion alcohol-acida (0.5% de HCI en etanol 96%).
Agua corriente 5 minutos.

Agua destilada 5 minutos.

Eosina acuosa 3 minutos.

Paso rapido por agua destilada.

Finalmente se procedi6 a la deshidratacidbn y montaje de los cortes mediante los
siguientes pasos:

Y V V|V V

Etanol 70° 3 minutos x 2.

Etanol 96° 5 minutos x 2.

Etanol absoluto 5 minutos x 2.

Xilol 5 minutos x 2.

Montaje en DPX® (Sigma ref.: 6522).
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4. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS SECCIONADAS CON VIBRATOMO PARA
ESTUDIO MEDIANTE MICROSCOPIA OPTICA

Las muestras obtenidas fueron seccionadas mediante vibratomo (Vibratome Series
1000; TPI Technical Products International, INC, St. Louis MO 63134, USA) a 100um.
Los cortes, mantenidos en solucion criopreservante, fueron utilizados para marcaje
inmunohistoquimico en flotacién. Para ello se utilizaron los anticuerpos primarios anti-
colageno IV y anti-laminina por ser componentes exclusivos de la membrana basal de
los vasos sanguineos en el tejido nervioso. Estas muestras, reveladas mediante 3’,3’-
DBA (diaminobenzidina), fueron estudiadas con ayuda del microscopio 6ptico. El
objetivo del estudio de estas muestras era determinar la composicion y la estructura de
los PIVs (colageno IV y laminina) (protocolo 2). Los ndcleos de las células se

contratineron con hematoxilina de Mayer.

Protocolo 2

El revelado de un marcaje inmunohistoquimico mediante peroxidasa de rabano (HRP)
y su substrato DBA produce un precipitado marrén estable a temperatura ambiente y
compatible con los métodos de montaje tradicionales. Este tipo de revelado es
especialmente (til cuando hay que procesar y evaluar un elevado numero de
muestras ya que no se deteriora con el tiempo, cosa que si ocurre con frecuencia con
los marcajes fluorescentes.

Todos los marcajes inmunohistoquimicos revelados con DBA se realizaron en
flotacion utilizando secciones de 100um preservadas en solucion criopreservante de
Olmos a -20°C.
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Realizamos 3 lavados de 10 minutos con PBS para eliminar los restos de
solucién de criopreservacion.

Blogueo de las peroxidasas enddgenas colocando los cortes durante 30
minutos en una solucion de metanol 70% y agua oxigenada 2% en PBS.
Realizamos 2 lavados de 5 minutos cada uno en PBS con 0.1% de Tritbn X-
100 (Sigma ref.: X-100). El objetivo de estos lavados es permeabilizar el tejido
para que los anticuerpos penetren en él.

Bloqueo de las uniones inespecificas mediante la incubacién de los cortes
durante 20 minutos a temperatura ambiente con una solucién al 10% de suero
de caballo (Serotec ref.: CO9SA, Bionova) y 0.1% de Triton X-100 en PBS.
Incubacion con el anticuerpo primario policlonal anti-colageno IV hecho en
cabra (Chemicon International: Temecula, California, USA y Santa Cruz
Biotechnology, Inc) a una dilucién 1:200. La incubacion se realiza en una
solucion de 1% de suero de caballo y 0.1% Triton X-100 en PBS durante 30
minutos a temperatura ambiente.

Realizamos 3 lavados de 5 minutos en 0.1% Triton X-100 en PBS.

Incubacién con el anticuerpo secundario anti-cabra hecho en burro vy
conjugado con biotina (biotinilado) (ref.: sc-2042, Santa Cruz) a una dilucion
1:100. La incubacién se realiza en una solucién de 1% de suero de caballo y
0.1% Tritdbn X-100 en PBS 1x durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Realizamos 3 lavados de 5 minutos en 0.1% Triton X-100 en PBS.

Incubacion con estreptavidina conjugada con peroxidasa (Sigma, ref.: S-5512)
a una dilucién 1:200 en PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Realizamos 3 lavados de 5 minutos en PBS.

Revelado durante 1 minuto utilizando el reactivo basado en diaminobenzidina:
Liquid DAB Substrate-Chromogen system (Dako ref.: K 3468).

Realizamos 3 lavados de 5 minutos en agua destilada.

Realizamos un paso rapido por una solucién de hematoxilina de Mayer para
contrastar los nucleos.

Realizamos 3 lavados de 5 minutos en agua corriente.

Deshidratamos y montamos siguiendo el procedimiento descrito para la tincion
de hematoxilina eosina.
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Realizamos 3 lavados de 10 minutos con PBS para eliminar los restos de
solucion de criopreservacion.

Tratamiento con solucion comercial de Proteinasa K (Dako, ref.:S3020) para
desenmascarar los antigenos durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Bloqueo de las peroxidasas enddgenas mediante la inmersion de los cortes
durante 30 minutos en una solucién de metanol 70% y agua oxigenada 2% en
PBS.

Realizamos 5 lavados de 10 minutos cada uno con 1% de Triton X-100 en
PBS.

Bloqueo de las uniones inespecificas mediante la incubacién de los cortes
durante 30 minutos a temperatura ambiente con una solucién al 10% de suero
de caballo y 1% de Tritbn X-100 en PBS.

Incubacién con el anticuerpo primario policlonal anti-laminina hecho en conejo;
(Dako Cytomation; Glostrup, Dinamarca) a una dilucion 1:400. La incubacién
se realiza en una solucion de 1% Tritén X-100 y 3% de albumina sérica bovina
(BSA) (Sigma, ref.: A-7638) en PBS durante toda la noche a °4C.

Realizamos 5 lavados de 10 minutos con 1% en PBS.

Realizamos 2 lavados de 10 minutos con una solucién de 1% Triton X-100 y
0.3% de albumina sérica bovina en PBS.

Incubacién con el anticuerpo secundario anti-conejo unido a HRP
(ImmPRESS, Vector, ref.: MP-7401).

Realizamos 2 lavados de 10 minutos en PBS.

Revelado durante 1 minuto utilizando el reactivo basado en diaminobenzidina:
Liquid DAB Substrate-Chromogen system.

Realizamos 3 lavados de 5 minutos en agua destilada.

Paso rapido por una solucion de hematoxilina de Mayer para contrastar los
nucleos.

Realizamos 3 lavados de 5 minutos en agua corriente.

Deshidratamos y montamos siguiendo el procedimiento descrito para la tincién
de hematoxilina eosina.
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5. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS SECCIONADAS CON VIBRATOMO PARA
ESTUDIO MEDIANTE MICROSCOPIA LASER CONFOCAL

Siguiendo el mismo protocolo descrito anteriormente, realizamos el marcaje
inmunohistoquimico de anticuerpos anti-colageno IV, anti-laminina y anti-factor von
Willebrand, mediante la fluorescencia emitida por Alexa Fluor 488 y 546 (Molecular
Probes, Invitrogen Corp., Carlsbad, California, USA) para estudio mediante
microscopio laser confocal (protocolo 3). En estas preparaciones se realiz6 ademas
una tincion de nucleos mediante loduro de Propidio o To-Pro-3 iodide (Molecular
Probes, Invitrogen Corp., Carlsbad, California, USA) para poner de manifiesto posibles
células en relacion a los PIVs.

Las técnicas inmunohistoquimicas tienen como fundamento la utilizacibn de
anticuerpos que se unen especificamente a determinados epitopos, permitiendo, de
este modo, identificar diferentes constituyentes o tipos de células que contengan el

epitopo especifico.

Para la visualizacion de la unidn antigeno-anticuerpo se utiliza como recurso un
anticuerpo secundario biotinilado especifico contra el anticuerpo primario. A la biotina
que presenta este anticuerpo secundario se le unira la estreptavidina conjugada con

un cromogeno determinado.

En nuestro caso se realizaron técnicas inmunohistoquimicas dobles, utilizando dos
anticuerpos en una misma muestra, para poder estudiar la relacion estructural entre

dos proteinas.

En todos los protocolos de inmunohitoquimica se realizaron controles negativos de las
técnicas, omitiendo la incubacién del anticuerpo primario. Ademas se realizaron
controles positivos en tejido renal y de intestino grueso de humanos, donde esta
perfectamente establecida la presencia de los epitopos buscados en el cerebro, con la

incubacién del anticuerpo primario.
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Protocolo 3

La tincion se realiz6 con las secciones en flotacion siguiendo el siguiente protocolo:

>
>

>

>

>

Lavado de la soluciéon de Olmos 10 minutos en PBS 1x (3 lavados).
Permeabilizacion del tejido en una solucién 0.1% de Triton X-100 en PBS 1x
durante 2 horas a temperatura ambiente o durante toda la noche a 4 °C.
Lavados de 15 minutos (4 lavados) en soluciéon PBI (1000ul Igepal+1000ml
PBS).

Incubacién con los anticuerpos primarios durante 1 hora a temperatura
ambiente, y toda la noche siguiente a 4°C. La incubacion se realizd6 en un
tampon consistente en 0.1% Igepal, 0.3% de albumina sérica bovina en PBS
suplementado con un 10% de suero de caballo. Los anticuerpos primarios
utilizados fueron un anti-von Willebrand monoclonal hecho en ratén (Clone
F8/86; DAKO Cytomation) a una concentraciéon de 1:100 y un anticuerpo anti-
Colageno IV policlonal hecho en conejo a una concentracion de 1:200.
Lavados de 15 minutos en solucién PBI (5 lavados).

Incubacion con los anticuerpos secundarios siguiendo las mismas condiciones
utilizadas para los anticuerpos primarios. En este caso se utilizaron un anti-
cuerpo anti-raton biotinilizado (Vector, Invitrogen™) a una concentracion de
1:250 y un anti-cuerpo anti-conejo hecho en caballo unido a Alexa Fluor 488 a
una concentracion de 1:100.

Incubacion con el fluorocromo estreptavidina- Alexa Fluor 568 (Molecular
Probes, Invitrogen Corp., Carlsbad, California, USA) a una concentracion de
1:100 en las mismas condiciones que los anticuerpos.

Lavados de 15 minutos en solucién PBS (5 lavados).

Contratincién de los nucleos con TO-PRO-3 iodide diluido 1:100 en PBS 1x
durante 5 minutos.

Lavados de 15 minutos en solucion PBS (5 lavados) seguidos de un ultimo
lavado con PBS 1x estéril.

Se montan las secciones con unas gotas de medio acuoso para fluorescencia
Fluoromount (F4680; Sigma-Aldrich®), para su visualizacién en microscopio laser
confocal.
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6. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA ESTUDIO MEDIANTE MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE TRANSMISION

Las muestras que se obtuvieron para el estudio mediante TEM fueron procesadas

segun el protocolo descrito a continuacion (protocolo 4).

Protocolo 4

» Fijacion con glutaraldehido (2.5% en tampon fosfato (cacodilato sddico) 0.1M,
2 horas a 4°C) (Sigma-Aldrich®)
A continuacién se procedi6 a su deshidratacion e infiltracion mediante la inmersién de
las muestras en una serie de acetonas a concentracion creciente a la que se afadio
gradualmente la resina.
» Acetona 70%, toda la noche.
Acetona 80%, 2 x 10 minutos.
Acetona 90%, 2 x 10 minutos.
Acetona 96%, 3 x 10 minutos.
Acetona 100%, 3 x 10 minutos.
Acetona-Resina Spurr 2:2, durante toda la noche.

YV V V V V|V

Acetona- Resina Spurr 1:3, durante 5 horas.

» Resina Spurr 100%, durante 2 dias.
Polimerizacion: se realizaron los bloques de resina Spurr y se endurecieron a 60°C
durante un minimo de 48 horas. A partir de estos bloques se cortaron secciones
ultrafinas de 60-80um de grosor.
Los cortes ultrafinos se contrastaron con citrato de plomo (1.33g Pb (NO3),+1.76 g
Nas (CsH50-)-2H,0+30ml H-O hervida. La mezcla se mantuvo durante 30 minutos
para luego anadir 8 ml de NaOH 1N. Enrasar a 50ml con H,Ohervida) y 2% de
acetato de uranilo acuoso.
Los cortes se examinaron mediante TEM (Hitachi H-7000).
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De cada rejilla se analizé un minimo de 10 vasos, obteniéndose imagenes digitales a
diferentes aumentos para observar el tejido adyacente al vaso y los componentes de la
BHE: los pies de los astrocitos, la membrana basal, los pericitos, la célula endotelial y
las uniones entre ellas. En las muestras también se estudio la integridad del tejido

nervioso.

7. ANALISIS DESCRIPTIVOS

El analisis descriptivo se basdé en la observacion de los PIVs mediante
inmunomarcajes frente a colageno 1V, laminina y factor von Willebrand. Ademas, se
utilizaron tinciones de hematoxilina-eosina para valorar el mantenimiento estructural
del parénquima. La visualizacion de las muestras se realizd6 mediante microscopia
Optica convencional de campo claro (Microscopio Optico con sistema de
epifluorescencia: Nikon Eclipse E-800 (Nikon Corp., Tokyio, Japbn), microscopia laser
confocal (microscopio confocal Leica TCS-SP2 AOBS, Leica Microsystems GmbH,

Heidelberg, Alemania) y microscopia electronica de transmision (TEM Hitachi H-7000).

El andlisis del marcaje inmunohistoquimico nos permitié determinar la estructura de los
PIVs, las células anexas, el endotelio vascular y la membrana basal. Las muestras
procesadas para tincion con hematoxilina-eosina y las de microscopia electrénica de
transmisién permitieron valorar la integridad del parénquima nervioso en ambo grupos

de estudio.
Los resultados obtenidos nos han permitido establecer una clasificacién de los PIVs.

Posteriormente esta clasificacion ha sido utilizada para realizar el anélisis

morfométrico.
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8. ANALISIS MORFOMETRICOS

Los resultados morfométricos de este estudio se obtuvieron a partir de los marcajes
inmunohistoquimicos frente a colageno IV revelados con DAB y cuantificados

mediante microscopia éptica convencional de campo claro.

De cada muestra se estudiaron 8 campos, a una magnificacion de 100x y 200x,
realizando microfotografias para su analisis posterior. El nUmero de campos que era
necesario estudiar se determin6 mediante el método de media progresiva con una

significacion del 95% (Renau y Megias, 1998).

Los parametros evaluados, tanto en el grupo control como en el grupo TCE, fueron:
densidad capilar y lacunaridad mediante microfotografias obtenidas a 100x, y la
densidad y diametro de los PIVs, mediante microfotografias obtenidas a 200x, asi

como el porcentaje de los diferentes tipos de PIVs.

Para la clasificacion de los PIVs se utiliz6 la siguiente nomenclatura, basada en la
presencia 0 no de células adyacentes a los PIVs, clasificacion modificada a partir del

trabajo de Llombart (2007), asi como su localizacion e integridad de los mismos:

PIVs Tipo A: sin células.

PIVs Tipo B: presencia de 1 célula en uno de sus extremos.
PIVs Tipo C: presencia de 2 células, una en cada extremo.
PIVs Tipo D: presencia de una célula en el centro.

PIVs Tipo E: rotos (desestructurados).
La cuantificacion de los PIVs se realiz6 manualmente mediante contaje por campos,

en el microscopio Optico a 200x. Asi mismo se analizaron los capilares mediante el

programa Angio Tool (Zudaire, 2011) (figura 11).
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Fig. 11. AngioTool’s GUI y analisis de flujo. (A) AngioTool’s GUI para analisis de las
redes capilares. (B) Representacion del flujo de analisis l16gico realizado por AngioTool.
(C) Programa angio-tool. (D) Imagen de los capilares, donde se muestra en color rojo el
esqueleto de los mismos, y en color azul los puntos de bifurcacion (Zudaire, 2011).

Los parametros obtenidos mediante este programa fueron:
a.- area ocupada por los vasos (Vessels area)
b.- porcentaje de &rea ocupada por los vasos (Vessels density)

C.- espacio intercapilar expresado en porcentaje (Lacunarity)

9. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se llevo a cabo en el Servicio de Estadistica de la UAB. En
primer lugar se realizé una validacion de la consistencia interna de las variables de la

base de datos, asi como de los valores fuera de rango y de los valores perdidos.
En total se incluyeron las muestras de los 6 casos controles y las muestras de los 6

pacientes fallecidos por TCE. De cada encéfalo se analizaron 8 microfotografias de
cada una de las regiones de donde se habian extraido las muestras.
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El andlisis estadistico se realiz6 con el software: SAS v9.4, SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA. En todos los casos se ha considerado un valor de p<0.05 como
estadisticamente significativo.

9.1. Comparacion entre I6bulos cerebrales

Para evaluar las diferencias entre las regiones estudiadas se compararon, dentro de
un mismo grupo de pacientes, los valores de ‘Densidad capilar’, ‘Lacunaridad’ y
“Densidad de PIVs”, de acuerdo con las variables explicativas “Hemisferio” y “Lobulo”.

Para cada una de las variables se obtuvieron tablas resumen en funcién de las
variables explicativas con los estadisticos de resumen: Numero de observaciones (N),
Numero de datos perdidos (NMiss), Media, Mediana, Desviacién estandar, y los
valores Minimo y Maximo. Los resultados obtenidos se representaron mediante

diagramas de cajas.

A continuacion se realizaron pruebas bivariantes con el objetivo de valorar si existian
diferencias entre los diferentes |6bulos cerebrales, mediante modelos lineales para
medidas repetidas. En caso de obtener un resultado significativo, se realizaron
contrastes 2 a 2 a posteriori. Para evitar el error de tipo | se aplicoé la correccion de

Tukey para comparaciones multiples.

9.2. Comparacion entre grupos

En primer lugar se compararon las edades entre los dos grupos mediante el test no
paramétrico de Mann-Whitney-Wilcoxon. Posteriormente se llevd a cabo el mismo
procedimiento descrito en el apartado anterior para comparar cada una de las
variables en funcion del grupo.

Este andlisis se complement6 con un analisis por zonas, comparando los resultados

entre grupos segun el “hemisferio” y segun el “lébulo”. Para ello se ha utilizado un
modelo lineal para medidas repetidas donde se evalla el efecto de la interaccion entre
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“grupo” y “hemisferio” y entre “grupo” y “I6bulo”. Finalmente se ajustd un nuevo modelo

para evaluar el efecto de la edad en cada una de las variables respuesta.

9.3. Analisis correlacional

Se realiz6 un andlisis correlacional entre las variables ‘Densidad capilar’, ‘Lacunaridad’
y ‘numero de PIVs” mediante gréaficos de dispersion y el estadistico de correlacion de
Pearson, tanto en el grupo control como en el grupo TCE por separado.

9.4. Analisis de los patrones de los PIVs segun la presencia de células

Se llevd a cabo un andlisis para cada tipo de patrén de PIVs (A, B, C, D y E),
comparandose la frecuencia absoluta de cada tipo (N) y la frecuencia relativa (%
respecto al total de células), asi como la densidad en cada uno de ellos. Para ello se
utilizaron modelos lineales generalizados mixtos (distribucion de Poisson, utilizada

para modelizar recuentos).
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Resultados

RESULTADOS

1. CARACTERISTICAS DE LOS SUJETOS DE ESTUDIO

Las muestras obtenidas de la corteza cerebral para este estudio procedian de 12

sujetos varones: 6 pertenecian al grupo Control y 6 pertenecian al grupo TCE. Las

edades oscilaron entre los 24 y los 77 afios en el grupo Control (media de edad de

47.6 anos) y entre los 16 y los 86 afos en el grupo TCE (media de edad de 63.1 afios).

Aunque existan diferencias en la edad de cada grupo, con una tendencia de edad

mayor en el grupo TCE respecto al grupo Control, estas no fueron estadisticamente

significativas (p-valor=0.253) (tabla 4 y grafica 1).

Group Nobs Mean Median

Control 6

Trauma 6 63.17

Total 12  55.42

47.67 44.50

69.50

62.00

Min Max

17.94 24.00 77.00

16.00 86.00

16.00 86.00

Tabla 4. Calculo de la media, mediana y desviacion estandar de

las edades de los dos grupos de estudio.

80

60

Edad

40

P-Value

Wilcoxon Test 0.2534

T
Control Gru pos

Trauma

Grafica 1. Se muestra que no existen diferencias significativas en las edades de los

grupos Control y grupo TCE.
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2. COMPROBACION DE LA CONSERVACION DEL TEJIDO CEREBRAL

El estudio macroscépico de los encéfalos del grupo TCE mostrd la presencia de
lesiones primarias bilaterales en tres individuos, mientras que en uno las lesiones
primarias afectaban al hemisferio izquierdo y en los otros dos afectaban al hemisferio
derecho. Estas lesiones primarias fueron del tipo contusivo con hemorragias
subaracnoideas. Destacamos que todos los individuos del grupo TCE presentaron

como lesibn secundaria edema cerebral.

2.1. Descripcion de las alteraciones del tejido cerebral mediante tincion con

hematoxilina-eosina

La evaluacién histologica del parénquima cerebral mediante tincion con hematoxilina-

eosina no mostro diferencias aparentes entre ambos grupos.

Destacamos que en los dos grupos se objetivo la presencia de areas de vacuolizacion
alrededor de las neuronas. También observamos la presencia de numerosas neuronas
con elevada eosinofilia. Ambos hallazgos son tipicos de las muestras de tejido cerebral
humano obtenidas durante necropsias y se relacionan con los inevitables cambios que

se producen post-mortem.
Tampoco se observaron otras alteraciones que fueran sugestivas de artefactos debido

al procesado de las muestras, o a las técnicas de conservacion, que pudieran haber
afectado significativamente a uno de los dos grupos (figura 12).
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Fig. 12. Tincion hematoxilina-eosina (400x). Visualizacion del parénquima cerebral en una
muestra del grupo Control (a) y en una del grupo TCE (b) en las cuales no hay
alteraciones significativas. Vacuolizacién atribuible a fenémenos post-mortem en una
muestra del grupo Control (¢) y en una muestra del grupo TCE (d).

2.2. Descripcion morfoldgica de las alteraciones del tejido cerebral mediante

microscopia electronica de transmisiéon (TEM)

Realizamos una descripcion morfolégica, mediante TEM, de las alteraciones
observadas en el tejido cerebral en los individuos del grupo TCE comparandolas con
las del grupo Control. El objetivo era valorar las alteraciones que podian ser atribuidas

a los fenbmenos post-mortem que se producen en el tejido.

En las muestras Control se observo, en grado variable, edema citotdxico tanto a nivel
del neurdpilo como del endotelio y de los pericitos. En algunos casos la afectacion del
neuroépilo llegaba a la pérdida de contacto glio-basal en ciertos segmentos del capilar.
Todas estas alteraciones han sido también observadas en mayor o menor medida en

las muestras de pacientes fallecidos por TCE. La observacion de estas alteraciones,
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tanto en el grupo Control como en el grupo TCE, son indicativas de los procesos post-

mortem.

La estructura que aparentemente presenta alteraciones mas especificas en las
muestras del grupo TCE, y que se ve menos alterada por los procesos post-mortem,
es posiblemente la membrana basal. En efecto, las muestras de TCE presentaron con
frecuencia alteraciones muy marcadas de la membrana basal, con desdoblamientos
de la misma, que a menudo contenian algunos restos celulares. Estos cambios eran
raros en las muestras de sujetos control, y aunque eventualmente podian presentar
vesiculas en el interior de la membrana, estos no llegaban a presentar el nivel de
desestructuracion hallado con frecuencia en las muestras de TCE. En algunas de
estas muestras se observaron verdaderas discontinuidades por donde se extendia

material de la célula endotelial.

Ademas se objetivaron alteraciones graves en la zona de la lesion en los individuos del
grupo TCE, con presencia de edema perivascular y perineuronal, hemorragias y
alteraciones de diferente grado en zonas alejadas de la lesion. Entre estas
alteraciones destacamos cierto grado de degradacién del tejido adyacente a los vasos,
engrosamiento y desestructuracion de los pies de los astrocitos, engrosamiento y
desorganizacion de la lamina basal, alteraciones en los organulos de los pericitos y de
las células endoteliales, con vacuolizacién y engrosamiento, asi como rotura de las
células endoteliales y alteraciones en las uniones estrechas que sellan la pared
vascular. De estas observaciones podemos concluir que en las muestras del grupo
TCE hubo alteraciones a nivel de la membrana basal que no se objetivaron en el grupo
Control (figura 13).

Por lo que se refiere a los PIVs, estos no han podido ser observados mediante TEM.
Su reducido diametro asi como su trayecto hacen altamente improbable su
visualizacion en secciones longitudinales en cortes ultrafinos. Ademas se debe
considerar que los cambios post-mortem dificultan especialmente la identificacion de
una porcion de un puente en el interior del neurépilo si este no tiene una continuidad

clara con la membrana basal.
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Fig. 13. Imagenes de microscopia electronica de transmision.

Corte longitudinal de un capilar en el que se observa edema perivascular y
desorganizacion de los pies de astrocitos (a). Detalle de la desorganizacion de la
membrana basal de un vaso asi como vacuolizacién de la célula endotelial (b). Detalle de
una célula endotelial en la que podemos observar la alteracién de la membrana nuclear y
de la union estrecha con la célula endotelial adyacente (c). Detalle de una célula endotelial
con numerosos microvilli y una mitocondria alterada (d).

81



Resultados

3. PRESENCIA DE PIVs EN LA CORTEZA CEREBRAL

En nuestro estudio hemos confirmado la presencia de PIVs, tanto en las
observaciones realizadas con microscopio Optico y con microscopio laser confocal, no
asi en microscopia electronica de transmision.

Estas estructuras fueron observadas en las muestras de corteza cerebral humana de
sujetos del grupo Control y del grupo TCE. Ademas se objetivaron practicamente en
todas las muestras de los I6bulos cerebrales (figura 14).

& A
>
A
a b
>
>
c d

Fig. 14. Imagenes de marcaje inmunohistoquimico anti-colageno IV (200x) donde se
visualizan los PIVs en muestras del grupo Control (C17, C18) (a y c), y en muestras del
grupo TCE (T5 y T6) (b y d). Las flechas senalan PIVs.
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3.1. Descripciéon morfoloégica

Los PIVs se presentaban como filamentos que unen diferentes estructuras vasculares,
frecuentemente capilares, aunque no fue inusual encontrarlos uniendo vasos de mayor

calibre, como arteriolas y vénulas.

La morfologia de los PIVs observados en ambos grupos del estudio fue muy similar. El
rango del diametro de los PIVs fue entre 1-2 ym y no presentaban lumen. Esta
caracteristica morfologica puede ser un criterio de clasificacion de los PIVs. Asi, desde
una perspectiva cualitativa, esta variabilidad en el diametro de los PIVs determina una
agrupacioén en gruesos y delgados (figura 15).

También hemos observado en ocasiones que los PIVs podian bifurcarse (figura 16);
en otras ocasiones se manifestaban como una prolongacién de un capilar y en otros
casos formaban bucles.

Algunos de los PIVs observados en ambos grupos del estudio presentaban soluciones
de continuidad en su trayecto. Este hecho lo hemos considerado como PIVs rotos o
desestructurados y fueron observados en mayor proporcion en el grupo de TCE
(figura 17).

a b

Fig. 15. Imagenes de marcaje inmunohistoquimico anti-colageno IV (200x). PIVs gruesos
(a) y PIVs delgados (b).
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Fig. 16. Imagenes de marcaje inmunohistoquimico anti-colageno IV, (200x). PIVs
bifurcandose (a) y PIVs que se forman como continuidad de un capilar (b).

Fig. 17. Imagenes de marcaje inmunohistoquimico anti-colageno IV (200x). PIVs rotos
(flechas) en las diferentes muestras de corteza cerebral del grupo TCE (T4, T5) (a,b y c).
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3.2. Composicion de los PIVs

En los estudios realizados mediante microscopia éptica de campo claro y microscopia
laser confocal, hemos comprobado que los PIVs se tifien intensamente con
anticuerpos anti-colageno IV y anti-laminina. Esta reaccion es practicamente igual a la
reaccién que muestran estos anticuerpos en la membrana basal que rodea a los vasos
sanguineos. La presencia de estos dos componentes, colageno tipo IV y laminina,
induce a considerarlos como estructuras con caracteristicas similares a los capilares
(figuras 18 y 19).

Estos componentes son mayoritarios en la lamina densa de la membrana basal de los

vasos sanguineos.

7
J

Fig. 18. Membrana basal de capilares y de PIVs (flechas), marcaje
inmunohistoquimico anti-colageno IV (a y b) y anti-laminina (c y d). Imagenes
de microscopia optica (400x) (a y c). Imagenes de microscopia laser confocal (b
y d). Barras: 4,69 ym (b) y 6,90 ym (d).
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Fig. 19. Imagenes de membrana basal de capilares y de PIVs (flechas) mediante
inmunomarcaje con anti-colageno IV (verde) (a) y anti-laminina (verde) (b). Tinciones
nucleares con To-Pro-3 iodine (azul). Barras: 12,20 ym (a) y 13,54 ym (b).

Aunque muchos de los PIVs mostraron un aspecto filiforme, en algunos de ellos se
observaron “dilataciones” situadas en diferentes partes de su trayecto. La localizacion
de estas dilataciones era en uno de sus extremos, en ambos extremos o incluso en la

parte central del mismo.

Para caracterizar estas dilataciones, y debido a su posible contenido celular,
realizamos tincion de nucleos con To-Pro3 iodine asi como marcaje con anti-factor von
Willebrand. El objetivo era identificar si los PIVs contenian algun tipo celular y, de ser
asi, si estas podian corresponder a células endoteliales, a pericitos 0 a otro tipo de
células (figura 20).
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Fig. 20. Imagenes de membrana basal de capilares y de PIVs. Inmunomarcaje anti-
colageno IV (a), anti-factor von Willebrand (b) y tincién nuclear con To-Pro-3 iodine (c).
Fusiéon de las 3 imagenes, donde se observa la relacién del PIVs con célula en
extremo (flecha) (d). Barras: 17,43 ym (a), 14,53 ym (b), 17,42 ym c y 10, 89 ym (d).
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3.3 Posible presencia de células endoteliales, de pericitos y/o de otro tipo de
células en los PIVs

El marcaje para ver componentes celulares en relacién con los PIVs, ya sea en su

interior 0 en sus proximidades, fue realizado en ambos grupos del estudio.

Los marcajes frente al anti-factor von Willebrand y el contraste con el colorante nuclear
To-Pro-3 iodine demostraron que no habia marcaje de nicleos celulares en el interior
de los PIVs. Sin embargo, en capilares aparentemente colapsados se podian observar
prolongaciones de células endoteliales (figura 21), mientras que los PIVs no
presentaron estas prolongaciones en su interior (figura 22).

En relacion al lado abluminal de los PIVs, y mediante tincién positiva para To-Pro-3
iodine y negativa para anti-factor von Willebrand, si hemos observado con cierta
frecuencia células, las cuales eran similares a pericitos (células de Rouget) o a un
subtipo de estas. En otras ocasiones observamos este tipo de células en uno de los
extremos de un PIVs o en la zona central del mismo. Este hecho nos permitié
identificar a los PIVs en funcion de la presencia 0 no de estas células, asociada a PIVs
integros y a PIVs rotos.

También hemos observado que la conexion de los PIVs con la pared vascular se

realizaba habitualmente en la parte convexa de una curva, o en la proximidad de la

misma.
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Fig. 21. Capilares observados mediante microscopia laser confocal. Inmunomarcaje anti-
colageno IV (verde) (a). Inmunomarcaje anti-factor von Willebrand (rojo) (b). En todas las
imagenes hay contraste nuclear con To-Pro-3 iodine (azul). Fusiéon de las imagenes
doénde se observan prolongaciones de células endoteliales en una regiéon del capilar
colapsado (flechas) (c). Barra: 12,77 pym.

Fig. 22. Inmunomarcajes anti-colageno IV (verde), anti-factor von Willebrand (rojo) y
tincién nuclear con To-Pro-3 iodine (azul). Se observa que los PIVs no tienen marcaje de
célula endotelial y tampoco marcaje de células en su interior (a y b). Barras: 11,25 ym
(a) y 10,05 ym (b).
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3.4. Valoracion de los PIVs en el grupo Control

En el grupo Control no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
ambos hemisferios en cuanto a la densidad de PIVs. De forma general los contajes
obtenidos en ambos hemisferios fueron muy similares en funcion del area (p-
valor=0.871) (figura 23 y grafica 2), (ver anexo apartado 1.3).

Fig. 23. Marcaje anti-colageno IV de muestras del grupo Control (100x),
hemisferio derecho (a) e izquierdo (b).

Densidad PIVs
i
>

T T
Left Right
Hemisphere

Hemisphere Mean Std F Value P-Value

Left 416 137  Test

0.03 0.8715

Right 422 123

Grafica 2. No se observan diferencias significativas en la densidad de PIVs
entre los hemisferios del grupo Control.
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En contraposicion, cuando realizamos la comparacion de la densidad de PIVs entre los

diferentes I6bulos del grupo Control, si se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p-valor=0.0144) (grafica 3).

J B S
T :

Densidad PIVs

\ \ \ \ F Value P-Value
Frontal Occipital Parietal Temporal

Lobe Test 398 00144 *

Grafica 3. Se observan diferencias significativas en la densidad de PIVs entre los
hemisferios del grupo Control.

El I6bulo que presentd una menor densidad de PIVs respecto a los otros I6bulos, fue el
temporal.

Es importante destacar que las muestras que se obtuvieron del 16bulo temporal
procedian de la region parahipocampal, siendo esta region diferente en cuanto a su
cito y angioarquitectonia respecto del resto de regiones estudiadas. En proporcion, el
I6bulo frontal, seguido del occipital fue el que presentdé una mayor densidad de PIVs,
aunque no hubo diferencias estadisticamente significativas (tabla 5).

Lobe Mean Std
Frontal 4.90 1.42
Occipital 4.39 0.95
Parietal 4.09 1.34
Temporal 3.39 1.02

Tabla 5. Se muestran la media de densidad de PIVs en los I6bulos
del grupo Control
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Asi, podemos concluir que la densidad de PIVs fue similar en la corteza cerebral de las
muestras obtenidas de los lébulos que estan estructurados en 6 capas (isocértex)
mientras que la regién del parahipocampo, de estructura transicional, presenta una

menor densidad de PIVs.

El numero de PIVs en las diferentes areas estudiadas de la corteza cerebral del grupo
control se muestra homogéneo, a excepcion de las areas temporales.

3.5 Valoracion de los PIVs en el grupo de TCE

La densidad de los PIVs observada en el grupo TCE no mostr6 diferencias
estadisticamente significativas entre ambos hemisferios (p-valor=0.287). En nuestro
estudio, las lesiones traumaticas primarias se presentaron con afectacion de ambos
hemisferios en la mitad de los casos (figura 24 y grafica 4) (ver anexo apartado 2.3).

Fig. 24. Marcaje anti-colageno IV de muestras del grupo TCE (200x). Hemisferio
izquierdo (a) y hemisferio derecho (b).
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Hemisphere Mean Std F Value P-Value
Left 266 0.80
Right 240 081 Test 1.17  0.2875

Grafica 4. No se observan diferencias significativas en la densidad de PIVs
entre los hemisferios en el grupo TCE.

Cuando realizamos el estudio de la densidad de los PIVs por lébulos, tampoco se
mostraron diferencias estadisticamente significativas (p-valor=0.183) entre ellos,
presentando una menor densidad de PIVs los I6bulos afectados por la lesién primaria,
que en nuestro estudio fueron las regiones temporal y frontal, seguidas por el I6bulo

parietal. El l6bulo occipital fue el que presenté menos lesiones primarias (figura 25,
grafica 5).
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Fig. 25. Marcaje anti-colageno IV (200x). PIVs en el grupo TCE: en region
parietal (a) y en region occipital (b).

40

3.5

3.0+

254 & <& T
20+ l T @

Densidad PIVs

154 N
T T T ‘
Frontal Occipital Parietal Temporal
Lobe
Lobe Mean Std
Frontal 2.50 0.78 F Value P-Value

Occipital 2.83 0.95 ¢t 172 0.1833
Parietal 257 0.85
Temporal 2.10 0.50

Grafica 5. No se muestran diferencias estadisticamente significativas
en la densidad de PIVs entre I6bulos en el grupo TCE.
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3.6. Comparacion de los PIVs entre el grupo control y el grupo TCE

En los dos grupos del estudio se demostrdé la presencia de PIVs, aunque se
objetivaron diferencias estadisticamente significativas en la densidad de los PIVs (p-
valor<0.0001), siendo mayor en el grupo Control (figura 26 y grafica 6) (ver anexo
apartado 3.4).
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Fig. 26. Imagenes con marcaje anti-colageno IV, (100x). Se observan diferencias en la
densidad capilar y en la densidad de PIVs entre el grupo Control (C13) (a) y el grupo TCE
(T4) (b).
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Corltrol Tralm\a
Group
Group Mean Std F Value P-Value
Control 4.19 1.29
Trauma 2.51 0.81 Test 2416 <.0001 *
Total 3.44 1.38

Grafica 6. Se muestran las diferencias estadisticamente significativas
en la densidad de PIVs entre el grupo Control y el grupo TCE.
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Las diferencias entre los dos grupos se mantienen en los dos hemisferios y también

segun el I16bulo (graficas 7 y 8).

Hemisphere = Left Hemisphere = Right
20- o o Group Hemisphere Mean Std
o R Control Left 4.16 1.37
Control Right 422 1.23
I I Trauma Left 266 0.80
£ 15 Trauma Right 240 0.81
F .
°
3 10- °
§ = Effect F Value P-Value
054 s Group 2421  <.0001 *
Hemisphere 0.13  0.7189
o L Lobe 413 0.0095 *
0.0 - - °
T T T T Group*Hemisphere 0.41  0.5261
Control Trauma Control Trauma
Group*Lobe 1.54  0.2122
Group

Grafica 7. Se observa que las diferencias se mantienen cuando se consideran
los dos hemisferios en los dos grupos.
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Grafica 8. Se demuestran diferencias si comparamos por
I6bulos entre los dos grupos (p<0.0095)
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En el estudio obtuvimos que las mayores diferencias observadas en los lI6bulos frontal,

parietal y temporal del grupo TCE, respecto al grupo Control, se correspondian con los
I6bulos que sufrieron mas lesiones primarias, es decir con mas alteraciones

estructurales del tejido cerebral de los pacientes (p-valor=0.0095).

Para valorar si la edad podia ser un factor a tener en cuenta cuando se realizaba el

recuento de los PIVs, se realizd un estudio ajustado a edad. Este estudio no demostro

una relacion estadisticamente significativa entre el numero de PIVs y la edad (p-

valor=0.974) en ninguno de los dos grupos de estudio (tabla 6).

Effect F Value P-Value
Group 19.20 0.0001
Hemisphere 0.00 0.9514
Lobe 5.26  0.0026
Age 0.00 0.9741
Group*Hemisphere 0.04 0.834
Group*Lobe 1.09 0.3585

Tabla 6. La diferencia de edad no es estadisticamente significativa

entre ambos grupos de estudio.
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4. CLASIFICACION DE LOS PIVs

De forma cualitativa se puede establecer una clasificacion segun el grosor de los PIVs.
Asi realizamos una primera clasificacion de los PIVs en delgados o tipo | y en gruesos
o tipo Il (figura 27). Esta clasificacion fue realizada en el grupo Control, ya que al

obtener un mayor numero de PIVs, fue mas facil clasificarlos, si bien también lo

observamos en el grupo TCE.

Fig. 27. Imagenes de PIVs mediante inmunomarcajes anti-colageno IV (a, b y d) y anti-
laminina (c). PIVs delgados, tipo | (a y b) y PIVs gruesos, tipo Il (¢ y d). Microscopio
optico (b y d) (400x). Microscopio laser confocal (a y c). Barras: 7,89 ym (a) y 6,58 ym (c).

Esta clasificacion inicial que asumimos nos dejaba morfologias que no podiamos
incluir en la clasificacion, como eran PIVs rotos (con soluciones de continuidad y
desestructurados), asi como la presencia de dilataciones con células en diferentes

localizaciones de los mismos (figuras 28, 29 y 30).
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Por estos motivos optamos por realizar una clasificaciéon de los PIVs que tuviera en

cuenta estas observaciones. La clasificacion es:

Tipo A: PIVs sin células

Tipo B: PIVs con una célula en uno de sus extremos
Tipo C: PIVs con dos células, una en cada extremo
Tipo D: PIVs con una célula en la zona central

Tipo E: PIVS rotos (desestructurados)

En los siguientes graficos mostramos los resultados de esta clasificacion, la cual fue
realizada inicialmente en muestras del grupo Control y posteriormente en el grupo

TCE, para comprobar si también era aplicable.

Asi, los resultados obtenidos de la aplicacidn de esta clasificacion demostraron que en
el grupo Control eran mas abundantes los PIVs del tipo A (63%) mientras que en el
grupo TCE, este tipo representaba 35%. En contraposicion, el tipo mayoritario en el
grupo TCE fue el de los PIVs del grupo E, rotos (56%), frente a un 23% de PIVs del
grupo E en el grupo Control.

En el grupo Control, la media de conteo del numero de PIVs del tipo A fue de 2 6 3
PIVs por campo, mientras que la media del numero de PIVs de los tipos B, C, Dy E
fue de 0 6 1 por campo. En cambio en el grupo TCE la media de conteo de PIVs tipo
A,B,CyDfuede061,ydeltipo Efuede162.

Respecto a los PIVs del tipo E (rotos), hemos observado diferencias estadisticamente
significativas entre los dos grupos (p=0.027): en el grupo de TCE hubo mayor
porcentaje de PIVs de este tipo por campo estudiado (graficas 9 y 10), (ver anexo

apartados 5y 6).
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Grafica 9. Media (a) y porcentaje (b) del numero de PIVs en funciéon de su
clasificacion. El porcentaje de PIVs del tipo A en el grupo Control era mayor, con
significacion estadistica (p<0.0001), y también habia significacion estadistica en la
media (p<0.0001). El porcentaje de PIVs de tipo E fue significativamente mas alto en
el grupo TCE (p<0.0001), lo cual también se observé para la media (p=0.017).

100



Resultados

o -
2]
< >
o
2
- 5
(‘4
=
o
1 1
0+
T T
Control Trauma
a Group
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Grafica 10. Diferencias de densidad de PIVs entre ambos grupos, segun la
clasificacion. El grupo Control presenta mayor densidad de PIVs tipo A (a) y el grupo
TCE presenta mayor densidad de PIVs tipo E (b).
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Fig. 28. Imagenes de PIVs mediante inmunomarcaje anti-colageno IV (verde) y tincion
nuclear con To-Pro-3 iodine (azul). PIVs (a) y detalle (b) donde se observan células en
ambos extremos (b). Barras: 14,44 ym (a) y 11,07 um (b).

Fig. 29. Imagenes de PIVs mediante inmunomarcaje anti-colageno IV (verde) y tincion
nuclear con To-Ppro-3 iodine (azul). Visualizacion con microscopio laser confocal.
PIVs en muestras del grupo Control (a y b) y del grupo TCE (c). Barras: 9,13 ym (a),
8,97 ym (b) y 9,20 uym (c).
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Fig. 30. Imagenes de PIVs mediante inmunomarcaje anti-colageno IV (verde) y tincién
nuclear con To-Pro-3 iodine (azul). Visualizacién con microscopio laser confocal. PlVs sin
células (a), PIVs con célula en un extremo (b), PIVs con célula central (c) y PIVs rotos (d).
Barras: 19,25 pym (a), 21,38 ym (b), 27,68 um (c) y 18,95 ym (d).
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5. DENSIDAD CAPILAR Y LACUNARIDAD EN EL GRUPO CONTROL

Mediante el programa Angiotool’s se cuantificd la densidad vascular y la lacunaridad.
Hemos considerado la variable “lacunaridad” como el espacio NO ocupado por vasos
sanguineos, siendo esta una medida indirecta de la organizacion espacial del lecho

vascular.

En las muestras analizadas del grupo Control no hemos observado diferencias
estadisticamente significativas entre los hemisferios en cuanto a densidad capilar (p-
valor=0.759) (grafica 11), ni a lacunaridad (p-valor=0.953) (ver anexo apartados 1.1y
1.2).

404 Hemisphere Mean Std
Left 30.43 6.02
Right 30.59 6.18
Total 30.51 6.09

301

F Value P-Value
Test 0.09 0.7591

Densidad capilar

20+

Left Right

Hemisferios

Grafica 11. Se demuestra que no hay diferencias en la densidad capilar entre
ambos hemisferios en el grupo Control.

El estudio comparativo entre I6bulos mostré diferencias estadisticamente significativas
de la densidad capilar y de la lacunaridad, presentando el mismo comportamiento que
en los PIVs, es decir, con diferencias en el I6bulo temporal (regidbn parahipocampal)
versus el resto de I6bulos. De ello se desprende una propuesta: a mayor densidad
capilar, mayor nUmero de PIVs (grafica 12).
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Grafica 12. Comportamiento inversamente proporcional observado entre la lacunaridad y

la densidad capilar del grupo Control.

El I6bulo temporal del grupo Control mostr6 una menor densidad capilar (p-

valor<0.001) y una mayor lacunaridad que el resto de l6bulos, mientras que no hubo

diferencias estadisticamente significativas cuando se compararon entre si los otros

I6bulos (p-valor=0.05) (figura 31). Entre el I6bulo frontal y los Iébulos occipital y

parietal las diferencias no fueron significativas
respectivamente) (tabla 7).
Mean
Lobe Lobe difference t Value
Frontal Occipital -1.0477 -1.54
Frontal Parietal 0.8376 1.23
Frontal Temporal 4.6403 6.82
Occipital Parietal 1.8853 2.77
Occipital Temporal 5.6881 8.36
Parietal  Temporal 3.8027 5.59

(p-valor=0.414 y 0.607

P-Value
0.4147
0.6076
<.0001 *
0.0298 *
<0001 *
<0001 *

Tabla 7. Comparacion de la densidad capilar entre los I6bulos del grupo Control.
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Fig. 31. Imagenes de microscopia 6ptica de muestras del grupo Control marcadas con
anti-colageno IV (100x). Se observan diferencias en la densidad capilar entre los
diferentes I6bulos. Regién frontal (a), region parietal (b), regién occipital (c) y regién
temporal (d).
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6. DENSIDAD CAPILAR Y LACUNARIDAD EN EL GRUPO TCE

En este grupo, los resultados obtenidos respecto a la densidad capilar y a la
lacunaridad entre ambos hemisferios no mostraron significacion estadistica (p-
valor=0.085 y p-valor=0.106 respectivamente) (grafica 13) (ver anexo apartados 2.1y
2.2).

Un hecho que ponemos de manifiesto en este estudio es que la densidad capilar
puede verse afectada por las lesiones primarias, pero también por el edema cerebral
que se presentd en todos los individuos del grupo TCE. En este sentido es posible que
el grado de afectacion de ambos hemisferios fuera mayor y por eso presentaron una
menor densidad capilar, con un aumento importante en la lacunaridad. Sin embargo, si
hubo diferencias significativas entre los diferentes I6bulos (p-valor<0.0001) (grafica
14).

El comportamiento respecto a los PIVs fue similar, es decir, no obtuvimos diferencias

significativas en la densidad de PIVs entre hemisferios.

35 T T
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S
g Hemisphere Mean Std
& 5 o Left 24.86 6.21
S o Right ~ 23.72 6.51
kS Total 24.19 6.40
=)
2 204
o
[a]
F Value P-Value
15|
Test 2.98 0.0855
10| - —
T T
Left Right

Hemisferio

Grafica 13. No se muestran diferencias de densidad capilar entre ambos
hemisferios en el grupo TCE.
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Grafica 14. Comportamiento inversamente proporcional observado entre la
lacunaridad y la densidad capilar del grupo TCE.

En el estudio comparativo entre los lébulos observamos que se mantienen las
diferencias estadisticamente significativas entre el I6bulo temporal y el resto de
l6bulos, presentando este l6bulo una menor densidad capilar (p-valor<0.0001).
Destacamos que el lébulo occipital fue el que presentdé una mayor densidad capilar
respecto a los otros l6bulos estudiados (figura 32), teniendo en cuenta que los I6bulos

mas afectados en el grupo TCE fueron los I6bulos frontal, parietal y temporal.
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Fig. 32. Imagenes de microscopia 6ptica de muestras del grupo TCE mediante marcaje
inmunihistoquimico anti-colageno IV (100x). Se observan las diferencias en la
densidad capilar entre los diferentes I6bulos. Regién frontal (a), region occipital (b),

region parietal (c) y regién temporal (d).
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7. COMPARACION DENSIDAD CAPILAR Y LACUNARIDAD ENTRE
AMBOS GRUPOS

Las diferencias de densidad capilar y lacunaridad entre ambos grupos fueron
evidentes. Respecto a la densidad capilar, el grupo Control presentdé una mayor
densidad, con significacion estadistica (p-valor<0.0001), mientras que la lacunaridad
fue mayor en el grupo TCE (p-valor<0.0001) (grafica 15) (ver anexo apartado 3).

Estas diferencias se mantuvieron entre los dos hemisferios de ambos grupos (p-
valor=0.324), pero no fue asi en la comparacién entre I6bulos, donde algunos I6bulos
presentaron diferencias muy marcadas. Asi, las mayores diferencias se observaron a

nivel de los I6bulos frontal, parietal y temporal (p-valor<0.0001) (grafica 16).

El hecho de que no existieran diferencias significativas en el I6bulo occipital cuando lo
comparamos entre grupos, puede deberse a que fue el que present6 menos lesiones
en el grupo TCE.

De estos resultados podemos concluir que la lacunaridad se comporta de forma
inversamente proporcional a la densidad capilar, manteniendo las mismas diferencias

estadisticamente significativas entre ambos grupos.
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Grafica 15. Diferencias en la densidad capilar y en la lacunaridad entre ambos grupos.
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Lobe = Frontal Lobe = Occipital
40— T Effect F Value P-Value
Group 17.40  <.0001 *
a0 Hemisphere 0.29  0.5897
[
Lobe 116.82 <.0001 *
E " < Group*Hemisphere 0.97  0.3243
§ ° L o Group*Lobe 19.19  <.0001 *
I
10 -
T i
‘Z’ Lobe = Parietal Lobe = Temporal Lobe FValue P-Value
8 __ Frontal 22.50 <.0001 *
40- I .
Occipital 3.28  0.0707
a0 Parietal 9.42  0.0022 *
o < Temporal 3482  <.0001 *
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10 -
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Grafica 16. Existen diferencias entre los I6bulos frontal, parietal y temporal de ambos
grupos.

Cuando realizamos el analisis ajustado por edad para valorar si esta variable influia en
los resultados obtenidos comparativos, comprobamos que no habia relacién de este

parametro respecto a la densidad capilar y a la lacunaridad (p-valor=0.5876) (tabla 8).

Effect F Value P-Value
Group 12.45 0.0004 *
Hemisphere 0.28 0.5940
Lobe 116.89 <.0001 *
Age 0.29 0.5876

Group*Hemisphere 096 0.3273
Group*Lobe 19.23 <.0001 *

Tabla 8. No existe relacion entre las diferencias observadas
entre ambos grupos y la edad.
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8. RELACION ENTRE DENSIDAD CAPILAR, PIVs Y LACUNARIDAD

Una vez realizado el estudio estadistico de los PIVs y de la densidad capilar en los dos
grupos, hemos considerado oportuno realizar un analisis de correlaciones con el
objetivo de valorar si existe 0 no una relacidbn entre los diferentes parametros

estudiados; y de ser asi, cual seria su significado en este estudio.

8.1. Grupo Control:
a. Densidad capilar versus lacunaridad

Como era de esperar, por los resultados obtenidos previamente, se observa una fuerte
correlacion negativa entre la densidad capilar y la lacunaridad (r=-0,96), es decir, a
mayor densidad capilar, menor lacunaridad. Esta correlacion se mantiene entre
hemisferios (r=-0.96 y -0.95 para izquierdo y derecho respectivamente) y entre I6bulos
(grafica 17) (ver anexo apartado 4.1).
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Grafica 17. Se observa una fuerte correlacion negativa entre la densidad
capilar y la lacunaridad (r=-0.96).
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Densidad PIVs

b. Densidad capilar versus densidad PIVs y densidad PIVs versus

lacunaridad

Observamos una moderada correlacién positiva entre la densidad capilar y la densidad

de PIVs (r=0.48, p-valor<0.001), estadisticamente significativa. Es decir, a mayor
densidad capilar, mayor densidad de PIVs. La correlacion entre densidad de PIVs y

lacunaridad fue moderadamente negativa (r=-0.529, p-valor<0.001) (grafica 18).
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Grafica 18. La correlacion entre la densidad capilar y la densidad de PIVs y entre la
densidad de PIVs y lacunaridad son moderadas: r=0.48, y r=-0.52, respectivemente y

significativas (p-valor<0.001).
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8.2. Grupo TCE:
a. Densidad capilar versus lacunaridad

La correlacion entre la densidad capilar y la lacunaridad en este grupo también

present6 una fuerte correlacion negativa (r=-0.94), es decir que a mayor densidad
capilar, menor lacunaridad (grafica 19).
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Grafica 19. Se observa una fuerte correlacion negativa entre la densidad

capilar y la lacunaridad (r=-0,94). A mayor densidad capilar, menor
lacunaridad.
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Densidad PIVs

b. Densidad capilar versus densidad PIVs y densidad PIVs versus

lacunaridad

Se observo en este grupo una discreta correlacion positiva entre la densidad capilar y

la densidad de PIVs (r=0.23), aunque estadisticamente no significativa (p-valor=0.143).
La correlacion entre la lacunaridad y la densidad de PIVs fue discretamente negativa
(r=-2.46) y no significativa (p-valor=0.132).

Atribuimos los resultados de esta correlacion a que en el grupo TCE habia lesiones

primarias que comprometian el parénquima cerebral, asi como edema cerebral

(grafica 20).
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Grafica 20. La correlacion entre la densidad capilar y la densidad de PIVs y entre la
densidad de PIVs y lacunaridad son bajas: r=0.23 (p-valor=0.143), y r=-0.24 (p-

valor=0.132), respectivamente.
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9. OTROS HALLAZGOS DEL ESTUDIO

Aunque no fue uno de los objetivos del trabajo, durante el estudio cualitativo de las
muestras, especialmente en las del grupo Control, observamos que en la corteza
cerebral habia una mayor densidad capilar en las capas medias. En este sentido
destacamos que las muestras que se obtuvieron para visualizar y estudiar mediante
microscopio fueron escogidas al azar, por lo que se estudiaron de forma aleatoria
diferentes capas de la corteza cerebral, evitando asi el sesgo de densidad capilar
(figura 33).
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Fig. 33. Imagen de la vascularizacion de una circunvolucion cerebral del I6bulo
occipital. Molde de microcorrosion y visualizacion mediante microscopio electrénico
de barrido. (Rodriguez- Baeza, 2004) (a). Marcaje anti-colageno IV (b) (40x). Las
imagenes muestran la mayor densidad capilar del cértex respecto a la sustancia
blanca.
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Ademas hemos observado ciertas estructuras que nos han llamado la atencion y

aungue no hemos podido cuantificarlas, consideramos de interés exponerlas.

Una de ellas fue la presencia de dilataciones en la pared de los capilares, sin
contenido celular en su interior. Se presentaban como un aumento localizado del
diametro del vaso, en continuidad con la membrana basal. De forma cualitativa fueron
observadas con menor frecuencia en el grupo control, y dado su aspecto asi como lo
referido en otros trabajos (grupo del Dr. Ruberte en Mendes-Luppo et al., 2017), se

podrian corresponder con formaciones del tipo aneurismaticas (figura 34).
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Fig. 34. Imagen de marcaje inmunohistoquimico con anti-colageno IV (200x). Se
observa una dilatacién compatible con formaciéon microaneurismatica en un capilar (a).
Imagen de microscopia laser confocal con inmunomarcaje anti-colageno IV, donde se
observa una formacion compatible con microaneurisma en un capilar. Barra: 11,25uym

(b).
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También hemos observado capilares de superficie irregular, que dan el aspecto de un

vaso “corrugado” en el eje longitudinal del mismo. Esta morfologia fue observada con
mayor frecuencia en el grupo TCE y sin relacion con la region lesionada por el
traumatismo. Debido a que los pacientes de este grupo tenian en nuestro trabajo una
edad mayor (aunque no estadisticamente significativa), estos vasos podrian ser vasos

desestructurados o vasos envejecidos (figura 35).
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Fig. 35. Imagen de microscopia laser confocal con inmunomarcaje anti-colageno IV.
Se observa un capilar con corrugacion de la membrana basal, barra: 11,25um (a).
Imagen de microscopia de barrido, donde se observa el molde de un microvaso de
corteza cerebral con corrugacion (Rodriguez-Baeza, 2003) (b). Imagenes de
microscopia 6ptica con marcaje inmunohistoquimico de anti-colageno IV (200x). Se
visualizan fendmenos de corrugaciéon que afectan a la membrana basal de capilares
del grupo TCE (c y d).
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DISCUSION

1. SOBRE EL MATERIAL Y LA METODOLOGIA EMPLEADOS EN EL
ESTUDIO

En este estudio nos hemos propuesto valorar si las estructuras descritas en la
literatura, los PIVs, se encuentran en la microvascularizacion de la corteza cerebral
humana e intentar caracterizarlos morfo-estructuralmente. Hemos valorado, ademas,
su posible implicacién en individuos fallecidos a consecuencia de la evolucién de un
TCE grave.

Con este objetivo obtuvimos muestras de corteza cerebral humana procedentes de
autopsias médico-legales realizadas en el instituto anatémico forense de Barcelona
(actualmente IMLCFC). Aunque el numero de la muestra no es elevado, otros estudios
que utilizan muestras humanas no difieren considerablemente del nuestro. Sirvan de
ejemplo algunos trabajos publicados sobre PIVs en cerebros humanos: Buée et al.
(1994) obtienen resultados mediante el estudio de muestras encefalicas en 7
individuos afectados de enfermedad de Alzheimer, haciendo una valoracion de los
denominados “vasos atréficos”. Challa et al. (2002) obtienen resultados mediante el
estudio de muestras encefélicas de 8 individuos de diferentes edades, con el objetivo
de valorar si existia un incremento o no de PIVs en funcion de la edad. Blittner et al.
(2005) estudiaron la densidad capilar en una muestra de 12 encéfalos de individuos
politoxicomanos y de 8 individuos control. Richard et al. (2010) utilizaron muestras de
encéfalo de 10 individuos con enfermedad de Alzheimer, valorando la modificacion de

la densidad capilar en esta enfermedad, asi como la presencia de PIVs.

De estos datos concluimos que nuestra muestra (6 casos control y 6 casos de TCE)
puede aportar resultados analizables estadisticamente que permitan establecer la

base para llevar a cabo nuevas investigaciones relacionadas con estas estructuras.
En nuestro estudio hemos utilizado microscopia Optica, prévia tincibn con

hematoxilina-eosina, y micoscopia electronica de transmision (TEM), para la valoracion

del estado del parénquima cerebral, teniendo en cuenta que las muestras de tejido
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cerebral humano para este tipo de estudio estan muy condicionadas por las horas
post-mortem asi como por las condiciones de conservacién y de fijacién de los tejidos.

Es evidente que cuando se trabaja con muestras de parénquima cerebral humano
obtenidas durante una necropsia, existen cambios estructurales propios de la fase de
sufrimiento por muerte cerebral en muchos de los pacientes, al que se afiade el tiempo
post-mortem hasta que se produce la extraccion y la fijacion del tejido. Estos cambios
son inevitables y por lo tanto inherentes a este tipo de estudios. Sin embargo, y a
pesar de estos inconvenientes, trabajar con muestras de tejido humano tiene ventajas
de aplicacion respecto a estudios experimentales en animales, los cuales no siempre

tienen la correspondiente correlacion al humano.

En este contexto es necesario considerar que en el periodo post-mortem se producen
alteraciones morfo-estructurales de los tejidos que deben ser consideradas en la
interpretacion de los resultados, teniendo asi la capacidad de diferenciar estas

alteraciones de las que produce el proceso patoldgico per se.

Para realizar una valoracion general de estos cambios, podemos recurrir a técnicas
histolégicas clasicas, como es la tincion del tejido con hematoxilina-eosina y estudio
mediante microscopia 6ptica convencional. En nuestras muestras de corteza cerebral
humana obtenidas en necropsias y estudiadas con esta metodologia, se han
evidenciado estos cambios a través de una elevada eosinofilia neuronal, condensacion
de su nucleo, vacuolizacion del tejido, formacion de espacios pericelulares,
contraccion de los cuerpos celulares (especialmente de las neuronas piramidales),
entre otros (Bullock et al., 1991; Vaz et al., 1997).

No cabe duda que la utilizacién de la microscopia electrdnica de transmision (TEM) es
la mejor herramienta para valorar los cambios ultraestructurales del tejido. En este
sentido se han publicado trabajos evaluando el parénquima cerebral de pacientes con
diferentes patologias, entre ellas el TCE. Las muestras de estos estudios se
obtuvieron in vivo en el transcurso de procedimientos quirtrgicos indicados para su
tratamiento (Castejon et al., 2001; Pais et al., 2013). Este tipo de muestras tienen la
ventaja de asegurar la inmediata fijacion del tejido mediante una solucién de
glutaraldehido, cuando aun no se ha producido la muerte celular. Sin embargo, esta
estrategia no esta exenta de inconvenientes, entre ellas la adaptacion a las normativas

y legislaciones vigentes asi como la dificultad para disponer de muestras controles.
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Asi, los trabajos previamente realizados en muestras de parénquima cerebral humano
procedentes de intervenciones en pacientes con diferentes procesos patolégicos
deben entenderse como trabajos basicamente descriptivos ya que la falta de muestras
control limita en gran medida la realizacion de comparativas intergrupales, en especial

si se consideran variables cuantitativas.

Nuestro estudio, basado en muestras de corteza cerebral humana de pacientes
fallecidos, nos ha permitido disponer de muestras controles y de muestras de TCE,
intentando discernir, con diferentes metodologias, las alteraciones propias del TCE

respecto a los controles.

Para el estudio morfo-estructural de los PIVs, objetivo fundamental de nuestro trabajo,
hemos utilizado técnicas de laboratorio mas actualizadas y novedosas que las
utilizadas por nuestros antecesores del siglo pasado. No obstante, debemos hacer un
reconocimiento expreso al trabajo realizado por ellos, que aunque escasos en nimero,
observaron y describieron con bastante precision estas estructuras. En este sentido
cabe destacar a Ramén y Cajal (1907), a su discipulo Achudcarro (1913) o a
Cammermeyer (1960) entre otros.

El avance tecnoldgico de nuestros dias, tanto en marcadores como en sistemas de
visualizacion, captacion y analisis de las muestras, como es la microscopia laser
confocal, nos ha permitido realizar inmunomarcajes de colageno IV y de laminina, dos
de los componentes principales de la membrana basal, con el objetivo de caracterizar
los PIVs, tal y como lo han hecho otros autores (Challa et al., 2002; Moody et al., 2004;
Llombart, 2007; Richard et al., 2010).

Para poner en evidencia las células endoteliales asi como otras células anexas,
especialmente células similares a pericitos o bridging-cells (Mendes-Jorge et al., 2012)
hemos utilizado técnicas de inmunohistoquimica para endotelio y tinciones de nicleos
celulares. En nuestro estudio, estas técnicas tenian como objetivo valorar la relacion
de células con los PIVs y no caracterizar propiamente a dichas células. Para ello
hemos realizado el inmunomarcaje anti-factor von Willebrand, anticuerpo especifico de
células endoteliales, y el To-Pro-3 iodine, que es una tincién no especifica para poner

de manifiesto ndcleos celulares.

El fenotipado de las células que describimos como similares a pericitos se realizd en

base a los siguientes criterios: histoquimico, mediante el marcaje de sus nucleos con
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To-Pro-3 iodine; de localizacion, ya que los pericitos se encuentran en el lado
abluminal de los capilares (y posiblemente de los PIVs); y a un criterio morfo-
estructural, presentando estas células una morfologia ligeramente ovalada y con

prolongaciones citoplasmaticas (Armulik et al., 2005).

En un trabajo realizado recientemente en nuestro laboratorio (Velazquez et al., 2015)
habiamos utilizado un marcador de células endoteliales, el MAS-336 (un anticuerpo
monoclonal contra el endotelio humano, siendo una inmunoglobulina del tipo 1gG1
obtenida en raton que se une de forma especifica a la superficie de las células
endoteliales de todos los tipos de vasos en el hombre, incluyendo los de la
microcirculacion cerebral), pero en este estudio comprobamos que la utilizacién de
dicho marcador no aportaba informaciéon relevante para los objetivos que nos

habiamos propuesto estudiar.

Aunque existen marcadores para poner de manifiesto el endotelio vascular cerebral,
como son la Glucosa transporter-1, la y-glutamil transpeptidasa, la Neurothelin/HT7
protein y las Tight junction proteins (ZO-1y Ocludina) y marcadores comunes a todos
los endotelios (Nag, 2003), la disponibilidad y la experiencia en nuestro laboratorio de
investigacion con el anti-factor von Willebrand, demostrado como marcador especifico
de célula endotelial (Weibel y Palade, 1964) nos llevé a considerarlo como el marcador

que utilizariamos para este objetivo.

Respecto a marcadores especificos para la caracterizacidbn o fenotipado de los
pericitos utilizados en varios estudios, nosotros no los hemos incorporado en este
trabajo, aunque consideramos que pueden ser utiles para nuevas investigaciones.
Entre estos marcadores estan la actina de mdusculo liso (SMA), la desmina, el
neuro/glial antigeno-2 (NG-2), el receptor de factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGFR), entre otros. Sin embargo, ninguno de estos marcadores es
absolutamente especifico para identificar pericitos y tampoco son capaces de
reconocerlos a todos (Gerhardt y Betsholtz, 2003; Hugues y Chan-Ling, 2004; Armulik
etal., 2011).

La utilizacibn que hemos realizado de marcadores inmunofluorescentes
combinandolos de dos en dos (anti-colageno IV, anti-laminina, y anti-factor von
Willebrand), asi como la tincion nuclear mediante To-Pro-3 iodine y su posterior
visualizacibn mediante microscopio laser confocal de los PIVs es una de las

aportaciones que consideramos relevante de nuestro trabajo. Esto se debe a que
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estudios previos referidos en la literatura consultada, aunque realizaban
inmuhistoquimica para describir la presencia de los PIVs, lo hacian s6lo mediante la
observacion con microscopia éptica o frente a un inmunomarcaje (Brown et al., 2007,
Richard et al., 2010; Guan et al., 2013).

2. SOBRE LA NOMENCLATURA UTILIZADA PARA LOS PIVs

En la introduccion ya hemos hecho referencia a la diversidad de nomenclatura

utilizada en la bibliografia consultada para referirse a los PIVs.

De forma relevante, por lo que ha representado en la evolucion del conocimiento del
sistema nervioso, destacamos a nuestro insigne premio nobel, don Santiago Ramén y
Cajal, el cual identificO estas estructuras, que unian capilares adyacentes,
denominandoles inicialmente como “fasciculos conjuntivos libres” (Ramén y Cajal,
1925).

Durante el siglo pasado también han habido autores que se han referido a ellas con
diversas denominaciones: “cordons unitifs” (Spielmeyer, 1922, Schaltenbrand, 1928;
Gellerstedt, 1933), “bridges of adventicial cytoplasm” (Wolff, 1938), “intercapillary
bridges” (Prados y Swank, 1942), “intervascular reticulin fibers’ (Bo6lényi, 1958) e

incluso “vasa vasorum’ (Cammermeyer, 1965).

Esta diversidad de nombres utilizados para describir una misma estructura ha sido una
de las limitaciones que hemos tenido en la busqueda bibliografica. Y de acuerdo con
Brown (2010) este es un indicio mas del desconocimiento que existe acerca de estas
estructuras, tanto de su naturaleza, de su origen, de su significado funcional y de su

relevancia en ciertas patologias.

Mas recientemente estas estructuras han sido referidas como “string vessels” (Challa
et al., 2002; Brown et al., 2009; Hunter et al., 2012; Yang et al. 2015). En varios
estudios se ha demostrado que los PIVs son “tubos” de membrana basal vacios,
consecuencia de la destruccion de células endoteliales. En relacion a este hecho se
han propuesto los diferentes nombres utilizados en la literatura, lo cual deberia

reconsiderarse para intentar unificar un término.
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En este sentido, y a través de una excelente revisidon bibliografica realizada por Brown
(2010), el autor propone el término “string vessels” como la mejor opcién. Otros
nombres pueden llevar a confusion, debido a que el término de “tubo vacio” también
se ha utilizado para describir los tubos que dejan los axones de las neuronas cuando

estas desaparecen.

Nosotros hemos optado por utilizar el término en espafol de “Puentes intervasculares”
(PIVs) en concordancia con la denominacion propuesta por nuestro colega, el Prof. Dr.
Jesus Ruberte, en un trabajo sobre vasos y PIVs de la retina (Llombart, 2007) donde
considera que esta denominacion es mas precisa para describir estas estructuras que

conectan capilares entre si.

3. SOBRE LA CARACTERIZACION, ESTRUCTURA Y LOCALIZACION DE
LOS PIVs

A pesar de la diversidad de nomenclaturas utilizadas, actualmente existe cierto
consenso sobre la composicion y la estructura de los PIVs. Una consideracion
ampliamente aceptada es que estas estructuras tienen ciertas caracteristicas morfo-
estructurales comunes, destacando: que estan constituidos por fibras de tejido
conectivo, posiblemente remanentes de capilares, que no tienen células endoteliales
en su interior, que no tienen luz, y que basicamente estan constituidos por
componentes de la membrana basal. Por estas caracteristicas se considera que son
estructuras por las que no pasa flujo sanguineo (Cammermeyer, 1960; Challa et al.,
2004; Rodriguez-Baeza, 2010).

Estas caracteristicas, que han sido descritas en diferentes tejidos y 6rganos, tanto en
animales como en humanos, las hemos observado también en nuestro trabajo. Pero
consideramos que, a diferencia de los trabajos previos, estas estructuras no habian
sido suficientemente estudiadas en muestras de corteza cerebral humana, y
especialmente en muestras procedentes de pacientes fallecidos a consecuencia de un
TCE grave.

Asi, en nuestras muestras de corteza cerebral humana, los PIVs fueron claramente
identificados. Presentaron un aspecto filiforme, de constitucion fundamentalmente de

tejido conectivo, y conectaban vasos de la microvascularizacion cortical,
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especialmente capilares entre si. Otra de las caracteristicas observadas fue la
ausencia de células endoteliales en su interior asi como su composicion, que
correspondia a los principales componentes de la membrana basal, es decir el
colageno IV y la laminina.

En un estudio pormenorizado realizado por Cammermeyer (1960) se concluia que los
PIVs eran positivos a la tincibn PAS y a la eosina. EI método PAS permite marcar
carbohidratos y glucoproteinas, los cuéles son constituyentes de la membrana basal
(Leblond et al., 1957). Sin embargo, estos autores no correlacionaron la composicion
de la membrana basal con la de los PIVs, cosa que si se ha hecho en estudios mas
recientes (Llombart, 2007, Rodriguez-Baeza, 2010). De ello se deduce que autores
gue en los afios 60 utilizaban la tincibn de PAS, habian puesto en evidencia la
presencia de glicoproteinas en los PIVs, aunque no se refirieran a ellos de forma

explicita.

En nuestras muestras, los PIVs se marcaron intensamente con métodos
inmunohistoquimicos frente a componentes de la membrana basal, tales como el
colageno IV y la laminina, siendo el colageno IV el componente mayoritario. Los
marcajes con anticuerpos frente al factor von Willebrand, no lo hemos observado en el
interior de los PIVs, lo que demuestra que las células endoteliales, o sus
prolongaciones, no forman parte de los componentes de estas estructuras. Sin
embargo, en algunas ocasiones hemos observado marcaje de célula endotelial en el
interior de componentes de la membrana basal, pero este hallazgo no sucedia en las
estructuras que habiamos identificado como PIVs. En estos casos, el inmunomarcaje
de célula endotelial era en estructuras que valoramos como capilares colapsados,
algunos de ellos con aspecto corrugado, fenbmeno que no hemos encontrado en los
PIVs y si en los capilares (Rodriguez-Baeza, 2004). Este hecho puede dar soporte a la
hipbtesis de que los PIVs podrian formarse por degeneracion de las células
endoteliales, las cuales van desapareciendo en un proceso de atresia vascular

(Cammermeyer, 1960; Brown, 2010).

Otra observacion ha sido la presencia de unas células de morfologia ovalada, que a
veces presentaban proyecciones citoplasméticas, localizadas en el lado abluminal de
los PIVs. Estas células, similares a pericitos, las relacionamos con las denominadas
“bridging cells” descritas recientemente por el grupo del profesor Ruberte y que son

consideradas como un subtipo de éstos (Mendes-Jorge et al., 2012).
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En el estudio de Challa et al. (2002), se realizd la caracterizaciéon morfoldgica de los
PIVs. Segun estos autores, los PIVs presentaban un didmetro de 1-2um, a menudo
conectando dos capilares entre si y se podian observar tanto en la sustancia gris de la
corteza cerebral como en la sustancia blanca. Curiosamente los autores observaron la
continuidad de estas estructuras con algunos capilares. Describieron PIVs bifurcados y
ocasionalmente formando bucles sobre si mismos. En concordancia con estas
observaciones, nosotros también hemos encontrado PIVs que se bifurcaban, que
formaban bucles, que presentaban continuidad con los capilares, y otros que
finalizaban de una forma desestructurada, dando la apariencia de terminaciones
“deshilachadas”. Esta morfologia la hemos valorado como PIVs desestructurados o
“rotos”. También hemos observado algunas terminaciones de PIVs sin ninguna
continuidad, es decir, terminaciones ciegas. Si bien, en la mayoria de los casos,
hemos observado que los PIVs interconectan capilares entre si, en ocasiones
conectaban un capilar con un vaso sanguineo de mayor calibre, correspondiendo a

una arteriola.

Diferentes estudios han puesto de manifiesto la presencia de PIVs en la sustancia
blanca y en la sustancia gris encefélica, siendo mas abundantes en esta ultima (Challa
et al, 2004; Moody et al., 2004; Brown et al., 2007). Pero no hemos encontrado
estudios que hayan establecido diferencias en cuanto al numero o a la densidad de los
PIVs en los diferentes lI6bulos cerebrales en individuos sin patologia cerebral. Por este
motivo hemos realizado el andlisis comparativo entre muestras de diferentes |I6bulos
cerebrales del grupo control, poniendo de manifiesto que existe una proporcion
bastante constante de PIVs en los l6bulos frontal, parietal y occipital, mientras que el
numero de PIVs en el I6bulo temporal era menor. Esta observacion puede justificarse
en que las muestras del lébulo temporal se obtuvieron de la circunvolucion
parahipocampal, zona de transicion entre el neocértex y el allocortex, y por lo tanto de
estructura citoarquitectonica variable (Standring, 2016).

Muchos de los autores que han estudiado la corteza cerebral humana desde una
perspectiva angioarquitectonica, en relacibn a las diferentes capas celulares
(citoarquitectonia) y/o fibrilares (mieloarquitectonia) de la corteza cerebral (Duvernoy et
al., 1981; Reina-de la Torre et al., 1998; Lauwers et al., 2008; Cassot et al., 2010)
definen habitualmente diferentes areas vasculares, haciendo mencién especial a la
densidad capilar relacionada con la citoarquitectonia. Aunque no ha sido uno de los
objetivos de nuestro estudio, si hemos apreciado que la variacién, ya sea en la

densidad capilar o en la densidad de PIVs, tenia una cierta correlacién con la
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citoarquitectonia, y que en la circunvolucion parahipocampal de nuestras muestras del

grupo control habia una menor densidad capilar y una menor densidad de PIVs.

Estudios como los de Buée y Delacourte (1997) relacionan la densidad capilar, que se
modifica en la enfermedad de Alzheimer, en funcion de las diferentes capas del

neocortex.

Esta descrito por el grupo de Duvernoy (Lauwers et al., 2008) que la mayor densidad
capilar se encuentra en las capas medias del neocértex (capas de la Ill a la IV).
Nosotros hemos obtenido una correlacion estadisticamente significativa entre la
densidad capilar y la densidad de los PIVs, por lo que es probable que sea en estas
capas donde se localice un numero mayor de PIVs. Sin embargo, esta apreciacién no
debe ser extrapolada al grupo de TCE, donde las lesiones encefdlicas pueden

modificar los resultados.

Consideramos relevante que la densidad capilar y la densidad de PIVs difiera entre las
muestras del grupo Control respecto a las muestras del grupo TCE, siendo mayor
estas densidades en el grupo Control. Por el contrario en el grupo TCE observamos un
aumento de lacunaridad respecto al grupo Control. Este hallazgo puede justificarse en
la desestructuracion del neurdpilo en el parénquima cerebral de las muestras del grupo
TCE, determinando un aumento de las distancias intercapilares. Asi, por area
estudiada, la densidad capilar y la densidad de PIVs fue menor en el grupo TCE,
mientras que el numero de PIVs desestructurados o “rotos” fue mayor que en el grupo

Control.

4. SOBRE LA FORMACION DE LOS PIVs

En cuanto al proceso que da lugar a los PIVs, Ramon y Cajal sugiri6 en 1925 que
pueden formarse por estrechamiento del lumen, por falta de flujo sanguineo y por
atrofia del vaso, dejando solamente el tejido conectivo que constituye su membrana
basal. Cammermeyer (1960) coincididé con esta propuesta, describiendo el proceso de

“atresia vascular’.

En los primeros estudios de observacion directa de redes capilares en desarrollo, asi

como en estudios posteriores de capilares retinianos irradiados e isquémicos, se han
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obtenido datos que pueden aportar informacioén sobre el proceso de formacion de los
PIVs.

Asi, Clark (1918), observé que la formacion de nuevos capilares se produce por el
crecimiento de “brotes” de células endoteliales desde capilares existentes. El brote
comienza como un proceso sélido que puede tener mas de un hilo conductor. Si un
proceso encuentra otro brote, se formara una unién; y el lumen se extendera a través
del nuevo brote y se ensanchara. Este proceso de formacién del lumen ha sido
descrito recientemente por Kamei et al. (2006), haciendo referencia a que la
“lumenizacion” se produce a través de la formacion de vacuolas y su posterior fusion

intercelular.

Otra observacion de Clark (1918) fue que los brotes de células endoteliales de los
capilares se pueden desarrollar a corta distancia para luego retraerse. Estudios
posteriores han encontrado hallazgos similares, describiendo las “delgadas hebras” de
membrana basal que se interconectan con los vasos supervivientes (McDonald y
Choyke, 2003), mientras que otros autores los consideraron como el “registro” de la
ubicacién de un vaso original (Kamba et al., 2006).

En su revisibn, Cammermeyer acepta que los PIVs son simples remanentes que
surgen de la destruccion de un capilar. Aunque posteriormente argumentd que los
PIVs podrian transportar granulos liberados por mastocitos (Cammermeyer, 1965).
Esta propuesta actualmente parece poco probable ya que estudios mas recientes han
investigado si los PIVs pueden o no transportar sangre o plasma, llegando a la

conclusion que no lo hacen.

Los trabajos mas relevantes en este sentido se han llevado a cabo en capilares
acelulares de la retina. La no perfusion de estos capilares acelulares se demostro
mediante estudios combinados de angiogramas de fluoresceina y de preparaciones de
digestion enzimatica de muestras de retina humana (Kohner y Henkind, 1970; De
Venecia et al., 1976; Mendes-Jorge et al., 2012).

Como es evidente, nuestro estudio se realizO sobre muestras procedentes de
cadaveres humanos, y por lo tanto no es posible realizar este tipo de estudios
dinamicos experimentales. Pero la ausencia de células en el interior de los PIVs
indicaria que estos no tendrian flujo de sangre o de plasma en su interior. Para

profundizar en este hecho, y debido al tipo de material utilizado, procedimos a valorar
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la posible presencia de células en el interior de los PIVs, mediante tinciones de
nacleos con To-Pro-3 iodine, comprobando que no habia nicleos de células en su

interior.

Se han descrito procesos de retraccion de las células endoteliales en un vaso después
de cesar la circulacion por él. En estudios realizados en capilares retinianos, se
observé la aparicion de capilares acelulares (Reinecke et al., 1962; Archer et al., 1991;
1993), postulandose que estos capilares estarian en fase de regresion, para
transformarse en PIVs. En este estadio, los vasos habrian perdido sus células

endoteliales, pero aun no se habria producido el colapso de su luz.

Asi, los denominados capilares acelulares tienen un diametro ligeramente inferior a los
capilares con células endoteliales, y aparentemente no presentan flujo sanguineo.
Kuwabara y Cogan (1963) han propuesto que son precisamente los capilares
acelulares los que se transformarian en PIVs. Archer et al. (1991) describieron los
capilares acelulares en la retina como precursores de los PIVs, observando que en
ocasiones pueden llegar a albergar un pericito durante un periodo de tiempo desde la
pérdida de sus células endoteliales.

Nuestro estudio no permite determinar el origen exacto de los PIVs en la
microvascularizacion de la corteza cerebral humana. Sin embargo, por su morfologia,
por su estrecha relacibn con otros elementos vasculares (como los capilares), asi
como por su composicion, es posible que sean argumentos en favor de la hip6tesis de
su formacién a partir de la degeneracion y atresia capilar. Esto resultaria en una

estructura sin lumen y sin células endoteliales.

Algunos autores (Reissenweber y Pessacq, 1971; Guseo y Gallyas, 1974) han hecho
referencia a que los PIVs se relacionan con procesos de proliferacion vascular y con el
desarrollo de nuevos vasos, siendo mas abundantes en cerebros de recién nacidos y
en cerebros afectos de patologias. Este estudio pone de manifiesto que los PIVs no
presentan células en su interior y en cambio si estan compuestos por los principales
componentes de la membrana basal, lo que podria considerarse un hecho a favor del
proceso de proliferacién vascular. En este sentido estariamos mas de acuerdo con los
autores que sugieren que los PIVs forman parte de un proceso de atresia vascular que
se produce en ciertas enfermedades neurodegenerativas o durante el envejecimiento
(Ashton, 1963; Belford et al., 1987).
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Mas recientemente se ha descrito un mayor numero de PIVs en el hipocampo de
pacientes afectos de esclerosis temporal mesial (Mott et al., 2009). En contraste con
los hallazgos observados en la enfermedad de Alzheimer y en la esclerosis temporal
mesial, los PIVs parecen disminuir en la sustancia blanca cerebral de sujetos con
leucoaraiosis. En la sustancia blanca profunda, que es la localizacion de la mayoria de
las lesiones de leucoaraiosis, se observd una disminucion de PIVs en relacion con la
edad. Este hecho estaba en concordancia con una menor densidad de capilares
intactos en la sustancia blanca profunda (Moody et al., 2004; Brown et al., 2007). Sin
embargo, la disminucion de PIVs fue mayor que la disminucion de capilares. Este
hallazgo podia deberse a que la pérdida temprana de los capilares en la leucoaraiosis
estaria seguida por la desaparicion de los PIVs. La interpretacion dada es que la
leucoaraiosis comienza en la edad media de la vida, de forma gradual, con la pérdida
de capilares en la sustancia blanca profunda y el aumento concomitante de PIVs. A
través de los afios habria cada vez menos capilares y por lo tanto se formarian menos
PIVs.

Otros autores (Hunter et al., 2012; Guan et al., 2013) han relacionado la pérdida de
densidad capilar con la formacion de PIVs. Han visto que existe una relacion positiva
entre la pérdida de densidad capilar y la pérdida de PIVs, hipotetizando que existe un
nivel minimo de densidad capilar el cual no se sobrepasa, por mas que evolucione la
patologia cerebral, lo que determinaria una disminucion de los PIVs. Ademas, con el
paso del tiempo, estos también tienden a desaparecer, asociando asi la presencia de

PIVs a la presencia de patologia cerebral (Hunter et al., 2012).

Otros autores como Blittner et al. (2005) han relacionado las alteraciones morfolégicas
que se producen en la microvascularizacibn en cerebros de toxicomanos,
demostrando que existia una pérdida de intensidad de marcaje de colageno IV de la
membrana basal capilar, relacionandolo con una pérdida de densidad capilar.

Un aspecto de la pérdida de densidad capilar, que puede ser de especial interés en
enfermedades neurodegenerativas, es que su disminucion puede estar relacionada
con la edad, donde habria una menor capacidad de angiogénesis en el parénquima
nervioso. En este sentido podria haber un fracaso relacionado con la edad en lo que
se refiere a la recuperacion después de episodios de hipoxia/isquemia que llevarian a
la pérdida capilar en algunas enfermedades de tipo neurodegenerativo, o simplemente
en el envejecimiento. Tal fracaso de la regeneracion capilar podria favorecer la pérdida

neuronal, o su disfuncion, y podrian ser factores relevantes en la disminucion de la
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funcidén cerebral que se produce en edades avanzadas. Asi mismo, esta disminucién
capilar, y consecuente formacion de PIVs, podria producir una desestabilizacion de la
angioarquitectura cerebral.

Estudios previos realizados en muestras procedentes de autopsia, han reportado
resultados contradictorios con respecto a la densidad capilar cortical en la enfermedad
de Alzheimer (Fischer et al., 1990; Kalaria y Hereda, 1995; Buée et al., 1997). Varias
razones metodologicas podrian haber desempefiado un papel en estos resultados
contradictorios. En primer lugar, el numero de sujetos utilizados en estos estudios fue
pequeno y los criterios de seleccion de los pacientes no bien establecidos. En segundo
lugar, las distintas regiones analizadas en los diferentes estudios (frontal, parietal,
hipocampo) podrian contribuir a esta discrepancia. Como se ilustra en el estudio de
Richard et al. (2010), y que nosotros también hemos observado, existen diferencias
regionales, tanto en la densidad de los PIVs como de la densidad capilar. En tercer
lugar, en algunos de los estudios s6lo han utilizado marcadores endoteliales, mientras
qgue en otros estudios solo utilizaron marcadores de la membrana basal. En este
sentido consideramos que estudios que incorporen ambos tipos de marcadores,
endoteliales y de membrana basal, aportan una mayor informacion y contribuyen a

homogeneizar los resultados.

Cabe destacar también otra propuesta realizada por otros autores, que han observado
que la inhibicién del factor de crecimiento endotelial (VEGF) inducia la reduccion de
los vasos tumorales, dejando estructuras tubulares formadas solamente por
membrana basal y por pericitos (Mancuso et al., 2006). Este proceso describe lo que

se corresponderia con la atresia vascular.

5. SOBRE LA CLASIFICACION DE LOS PIVs

Guseo y Gallyas (1974) consideraron tres tipos de PIVs, de acuerdo a su morfologia y
relacion con las células endoteliales. Posteriormente Leibnitz y Bér (1988) se basaron
en la clasificacion de los PIVs de Guseo y Gallyas, sefialando que son puentes
formados por procesos de células endoteliales, por capilares colapsados y por
procesos de pericitos.

133



Nosotros hemos realizado una primera clasificacion de los PIVs de acuerdo a su
grosor, clasificandolos en delgados y en gruesos (tipo | y tipo Il respectivamente). Sin
embargo esta clasificacion nos parecié demasiado sencilla, a lo que se unia que en
ocasiones era dificil cuantificar exactamente el diametro de algunos PIVs para
considerarlos en uno u otro grupo. Por este motivo nos propusimos establecer otra
clasificacion, en la que se tuviera en cuenta la relacion de estas estructuras con
células adyacentes. Asi, se propuso una clasificacion teniendo en cuenta si habia o no
célula, y si habia, en que localizacién se encontraba (en uno o en los dos extremos, o
en el centro), ademas de considerar PIVs desestructurados o “rotos”. Respecto a las
células, estas presentaron caracteristicas morfoldgicas similares a los pericitos, y por
ello las hemos considerado como pericitos 0 un subtipo de estos. Asi, la clasificacion
propuesta nos parece que describe de forma mas objetiva los PIVs, y esta basada en
la clasificacion utilizada en la tesis doctoral de C. Llombart (2007), realizada en el
grupo de trabajo que dirige el Prof. Ruberte, y que nosotros hemos adaptado y
modificado. Cabe destacar que en la literatura que hemos consultado, no hemos

encontrado otras clasificaciones en relacion a los PIVs.

6. SOBRE LA FISIOPATOLOGIA DE LOS PIVs

En referencia al papel fisiopatologico de los PIVs, hay autores que hipotetizan que son
restos de capilares que perdieron su endotelio (Hunter et al., 2012). Estos hallazgos
han sido descritos habitualmente en tejidos humanos (cerebro, médula espinal, 0jo)
asi como en tejidos procedentes de otras especies (Cammermeyer, 1960) y
aumentando su numero en situaciones patoldgicas como es la isquemia cerebral
(Reinecke et al., 1962), la enfermedad de Alzheimer (McGeer et al., 1990; Perlmutter
et al., 1990; Kalaria, 1992; Kalaria y Hereda, 1995, Buée et al., 1994; Challa et al.,
2004) o incluso en tejidos que han sido irradiados (Archer et al., 1991; Archer, 1993,
Archambeau et al., 2000; Mao et al., 2003).

Otra caracteristica de los PIVs podria ser su potencial capacidad para facilitar la
reconstitucion del capilar destruido, proporcionando un “andamio” estructural, repleto
de moléculas de sefalizacién, que seria relevante en la recuperacion de la pérdida
capilar en diferentes patologias del SNC. Por lo tanto, los PIVs podrian ser
susceptibles a manipulaciones terapéuticas para el tratamiento de ciertas patologias
del SNC. Sin embargo, este extremo debe ser evaluado con otros estudios, aunque
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esta propuesta estaria en contradiccién con el hecho de que los PIVs no presentan
luz, por la cual pudieran avanzar de nuevo las células endoteliales (Vracko 1974; Ide
etal.,, 1983).

También se ha postulado que la interrupcién del flujo sanguineo capilar durante un
periodo critico, podria resultar en la pérdida del capilar y la posterior formacion de un
puente. Los autores que sostienen esta hipo6tesis describen la presencia de PIVs en
cerebros normales de diferentes edades, desde prematuros hasta ancianos (Challa et
al., 2002). Debido a que el numero de PIVs fue menor en edades mas avanzadas, su
conclusion es que desaparecen de forma mas o menos progresiva a lo largo de la vida
(Brown et al., 2007).

En nuestro estudio, la evaluacion de la densidad de PIVs en muestras de cerebros del
grupo control no presentd variaciones respecto a la edad de los pacientes. Este
resultado estaria en concordancia con los estudios de Challa et al. (2002) donde se
concluia que los PIVs se podian observar en todas las edades, incluyendo el periodo
fetal, y que persistirian en las diferentes etapas de la vida. Sin embargo, este mismo
autor observé una mayor densidad de estas estructuras en muestras de tejido de
recién nacidos. Este hallazgo indica que la densidad de los PIVs puede estar
relacionada con las diferentes fases del desarrollo cerebral. En este mismo sentido,
otros autores clasicos (Binswanger, 1917) ya habian observado un gran niamero de
PIVs en recién nacidos; y en el libro de Biggart (1936) se describieron estas

estructuras en la especie humana, desde la infancia hasta la vejez.

Debido a la disponibilidad de las muestras de nuestro estudio (sujetos adultos),
nosotros no podemos posicionarnos en este hecho, aunque lo consideramos de

interés para otras investigaciones.

Si consideramos las patologias con las que se ha relacionado un incremento en el
numero de PIVs, éstas son en general de tipo cronico, con un largo periodo de
evolucion entre el diagnéstico y el fallecimiento del paciente. Este lapso de tiempo
conlleva una disminucion crénica del flujo sanguineo capilar cerebral, con el
consiguiente colapso de algunos de estos vasos, y posterior pérdida de sus células
endoteliales.

La densidad de PIVs en nuestras muestras de corteza cerebral de sujetos fallecidos a

consecuencia de un TCE, fue menor respecto a las del grupo Control. Este hecho
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contrasta con los trabajos que han evaluado la densidad de PIVs en otras situaciones
patologicas, donde se ha observado, de forma general, un incremento en el nUmero de
estas estructuras (Brown et al., 2007 y 2009; Hunter et al., 2012; Yang et al., 2015).

En contraposicion con la patologia cronica, los pacientes del grupo TCE tuvieron una
evolucién de sus lesiones, desde el traumatismo hasta el exitus, de horas a pocos
dias. Por este motivo, a diferencia de los procesos cronicos, estos pacientes pueden
ser considerados agudos, donde hay una lesion primaria (en el momento del
traumatismo), con contusion y destruccibn mas o menos importante del parénquima
cerebral, que posteriormente desencadena una plétora de procesos fisiopatologicos,
denominados lesiones secundarias, como son el edema cerebral y la isquemia, que
conllevan a una situacion de estrés oxidativo, de inflamacion, de activacion microglial,
de activacion de proteasas y de lipasas, entre otros (Velazquez et al, 2015). En este
contexto es posible que los PIVs presentes en el tejido cerebral de estos individuos
sufran distensiones, e incluso roturas, por el aumento de las distancias intercapilares
que produce el edema (vasogénico o citotoxico). Asi, hemos observado un aumento
del numero de PIVs rotos (PIVs del tipo E) en este grupo, en comparacion con el grupo
Control. Por el contrario, no se observd un incremento en la densidad de estas
estructuras como ocurre en patologias cronicas. Esto hecho probablemente sea
debido a la naturaleza inherentemente aguda del TCE y a la rapidez con la que

progresan los mecanismos fisiopatolégicos en estos pacientes.

Es razonable suponer que si en lugar de haber evaluado a sujetos fallecidos de forma
aguda tras un TCE (pocas horas o dias) se hubieran evaluado pacientes con lesiones
post-traumaticas de larga evolucién, probablemente se hubiera encontrado
incrementada la densidad de PIVs, algo similar a lo descrito en otras patologias de

caracter cronico.

Ademas, consideramos resaltable que el numero de PIVs rotos no se debia a la
manipulacion y al procesamiento de las muestras. Si esto fuera asi, en ambos grupos
se deberia haber obtenido un numero similar de PIVs, y en cambio los resultados
mostraron diferencias estadisticamente significativas. Por ello concluimos que los PIVs

rotos, del grupo E, no pueden ser atribuidos al procesado de las muestras.

Uno de los parametros evaluados en nuestro estudio ha sido la lacunaridad, que se
describe como una medida de la relacion entre la ocupacion de espacio por parte de

los vasos en relacidon con el resto de tejido; es decir, que es una medida indirecta de la
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distancia existente entre los microvasos cerebrales. Un incremento de la lacunaridad
indica un incremento de la distancia entre capilares y una consecuente disminucion de
la densidad relativa de estos por unidad de area de la muestra. Este hecho es
consecuente con el aumento de los PIVs rotos y podria ser secundario, entre otras

causas, a la formacion de edema tisular, ya sea citotdxico o vasogénico.

A parte de la diferencia en la densidad relativa entre ambos grupos también se
constataron diferencias en la abundancia relativa de cada tipo de PIVs. Asi pues, las
muestras del grupo Control presentaban mas PIVs tipo A, mientras que las muestras

obtenidas del grupo de pacientes con TCE presentaban mas PIVs tipo E (rotos).

Al igual que ocurre con la lacunaridad, estas diferencias podrian ser secundarias a las
alteraciones que se producen en el tejido cerebral tras un TCE, especialmente las que
conllevan un incremento de la distancia intercapilar, con el consiguiente estiramiento

de los PIVs y su eventual rotura.

Los resultados obtenidos en las muestras procedentes del grupo TCE estan en
concordancia con los estudios realizados por el grupo del Prof. Ruberte (Llombart,
2007) en retinas humanas. Estos autores observaron diferentes alteraciones
vasculares ligadas a la retinopatia diabética, destacando el hallazgo de PIVs rotos y el
incremento significativo de los espacios intercapilares. Nos parece interesante recalcar
qgue en la retinopatia diabética, al igual que ocurre en los pacientes afectos de TCE, el
edema tisular secundario al incremento de la permeabilidad vascular y a las
alteraciones de la BHE juega un rol central en la patologia de la enfermedad. No
debemos olvidar que la retina es una prolongacion del sistema nervioso central y por lo

tanto refleja situaciones del mismo.

7. SOBRE EL PAPEL QUE DESEMPENAN LOS PIVS EN PATOLOGIA CEREBRAL
Desde su descripcion inicial, hace mas de 100 anos, el interés por el conocimiento de

estas estructuras disminuy6, y durante un largo periodo de tiempo se han publicado

pocos trabajos que hagan referencia a los PIVs.
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No obstante, en los Ultimos afios se ha visto un resurgimiento en el estudio de estas
estructuras, especialmente en el contexto de enfermedades neurodegenerativas como

son la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson.

Estos trabajos han postulado que los PIVs podrian tener un rol en la fisiopatologia de
estas enfermedades y que podrian verse alterados durante la evolucién de las mismas
(Brown et al., 2009; Yang et al., 2015).

Este interés se ha trasladado al estudio mediante métodos experimentales con el fin
de valorar su papel en la fisiologia normal del sistema nervioso central, asi como en
los cambios que se producen en las diferentes fases del desarrollo y durante el
envejecimiento (Challa et al., 2004; Hunter et al., 2012; Yang et al., 2015). En nuestra
revision bibliografica, no hemos encontrado trabajos que evaluen el papel
fisiopatologico de los PIVs en enfermedades agudas y tampoco en muestras de

pacientes que hayan sufrido un TCE grave.

Estudios de la red vascular retiniana han constituido una de las principales fuentes de
informacién en referencia a los PIVs. Esta red vascular es especialmente adecuada,
debido a que es una parte del sistema nervioso central, y los vasos retinianos pueden
verse con gran detalle mediante la técnica de digestion enzimética con tripsina
(Kuwabara y Cogan, 1960). Este método permite poner de manifiesto las células

endoteliales y los pericitos en relacién con la membrana basal vascular.

En sus estudios sobre la retinopatia diabética en muestras humanas, Ashton y Pedler
(1962) consideraron que se producia una disminucién del flujo sanguineo en el lecho
capilar con la consecuente atrofia y desaparicion del vaso. Las estructuras remanentes
de este proceso serian los PIVs (Ashton y Pedler, 1962, Kornzweig et al., 1964).
Ademas, estos autores sugirieron que durante la formacion de los PIVs en la retina, las
células endoteliales podrian separarse de la membrana basal y deslizarse a lo largo
del lumen capilar hasta otros capilares adyacentes. Este concepto fue revisado a
posteriori y actualmente se considera erroneo. En el mismo sentido Wolter (1957)
describié conexiones entre vasos de muestras de retina y en vasos de muestras de
encéfalo, sugiriendo que estas conexiones eran remanentes de capilares
desaparecidos. En el mismo sentido Kuwabara y Cogan (1960) observaron que los
PIVs no presentaban lumen y por lo tanto no podian ser vasos obliterados con

posibilidad de repermeabilizarse.
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Otros estudios han demostrado que, en el contexto de isquemia cerebral, se produce
una pérdida de células endoteliales en el territorio afectado, a los 3-5 dias post-lesion,
con el consiguiente aumento progresivo de capilares acelulares (Reinecke et al.,
1962). Posteriormente, alrededor del octavo dia, estos capilares acelulares
disminuirian en diametro para convertirse en los PIVs. Kuwabara y Cogan (1963)
observaron que la membrana basal de los capilares acelulares presentaba un mayor

grosor.

Este hecho también fue observado por Cogan (7963), en capilares retinianos, donde la
membrana basal presentaba mayor grosor a medida que aumentaba la edad, y se
plegaba a modo de “acordedén’ cuando perdia su celularidad. Estos autores también

describieron estos hallazgos en cerebro (Cogan y Kuwabara, 1984).

La cuestion de si los capilares pueden permanecer cerrados por un periodo de tiempo
es importante en el estudio de los PIVs, debido a que estudios modernos sugieren que
el cese del flujo sanguineo conlleva la regresion del capilar y la formacion de los PIVs
(Hunter et al., 2012).

El cierre y reapertura de capilares, como medida para regular el flujo sanguineo, fue
propuesto por primera vez por Krogh (1919). Este concepto ha sido retomado en la
década de los 80 (Weiss, 1988). Sin embargo, Villringer et al. (1994), utilizando
microscopia confocal en muestras de cerebro de rata, observaron que los capilares, en
este tejido y especie, no se cerraban ni abrian, sino que todos los observados
presentaban flujo sanguineo. Otros estudios tampoco han observado la existencia de
una “reserva” de capilares no perfundidos a nivel cerebral que pudieran ser
eventualmente reclutados para incrementar la perfusion del tejido (Pawlik et al., 1981;
Gobel et al., 1990; Vetterlein et al., 1990; Williams et al., 1993; Zoccoli et al., 2000).
Estos hallazgos confirmarian las descripciones realizadas por Clark (1918) referentes
a la desaparicion de los capilares en ausencia de circulacion.

En el grupo de TCE estudiados hemos visto que existe un aumento de la distancia
intercapilar, una disminucion de la densidad vascular y una disminucién de la densidad
de PIVs. La consecuencia de todo ello podria ser el incremento de las distancias entre
las neuronas y los capilares, con la consecuente dificultad de llegada de nutrientes a
estas células. Esto podria facilitar, o agravar, el desarrollo de lesiones secundarias de

tipo isquémico que estan descritas en los individuos afectos de TCE (Castejon, 1998).
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El incremento de la lacunaridad seria secundario a la edematizacién del tejido que, a
su vez, provocaria tension vascular con rotura de los PIVs. Esta traccion entre los
vasos podria también facilitar la aparicion de otras alteraciones vasculares, como

pueden ser los microaneurismas.

La pérdida capilar, que puede ser de particular interés en la enfermedad de Alzheimer
y en otras enfermedades neurodegenerativas, se ha relacionado con la edad y la
consecuente disminucion de la capacidad de angiogénesis en el cerebro. Se ha
demostrado que la respuesta de HIF-1 (Hypoxia-inducible factor-1) a la hipoxia
disminuye con la edad (Frenkel-Denkberg et al., 1999; Rivard et al., 2000). También
hay un defecto dependiente de la edad en la expresion de VEGF (factor de crecimiento
endotelial) asociada con la reduccién de la actividad HIF-1 (Rivard et al., 2000). Estos
defectos pueden ser responsables de la disminucion de la capacidad angiogénica
cerebral relacionada con la edad (Black et al., 1989; Rivard et al., 1999). Ademas, los
cambios relacionados con la edad en la funcién HIF-1 se ha asociado a pérdida
neuronal en el cerebro de rata (Rapino et al., 2005). Por lo tanto, la pérdida capilar
puede deberse a un fracaso relacionado con la edad, al fallo en la recuperacién de
episodios inducidos por hipoxia, a enfermedades neurodegenerativas o simplemente al
envejecimiento. Tal fracaso de la regeneracidn capilar podria conducir a la pérdida de
neuronas o disfuncion y podria ser una parte importante de la llamada “pérdida de

cerebro” que se ha propuesto se produce con el envejecimiento.

La evidencia actual sugiere que hay una disminucidn relacionada con la edad en la
estructura microvascular. La disminucidbn en la capacidad de la angiogénesis
cerebrovascular puede dar como resultado un fallo vascular en la recuperacion de
episodios de pérdida capilar inducidos por la hipoxia en el envejecimiento, enfermedad

de Alzheimer y leucoaraiosis (Brown, 2011).

Podemos decir, de forma general, que los PIVs ilustran cuando y dénde hay
destruccion o regresion capilar. Los mecanismos fisiopatolégicos especificos que
conducen a la pérdida capilar en los diferentes procesos neurodegenerativos varian
con cada enfermedad en particular. Asi, por ejemplo, en patologias crdnicas es tipico
el aumento de PIVs debido a la pérdida de capilares funcionales, cosa que no se
observa en nuestras muestras de TCE. Por el contrario, hemos detectado una
disminucion de su densidad acompanada de un incremento de los PIVs rotos, hecho

que probablemente esté relacionado con el edema tisular.
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Los PIVs podrian estar relacionados con el mantenimiento de la distancia intercapilar,
independientemente de cual sea su origen. Si esto se plantea asi, los capilares
aportan sus nutrientes a células inmersas en el espacio intercelular que quedan a una
distancia determinada. En los TCE (como en otras patologias) existe isquemia (la
principal causa de lesién secundaria, que determina la evolucidén y el prondstico del
traumatico) y edema. Este ultimo puede desestabilizar la angioarquitectonia del cortex

y producir asi, mas isquemia del tejido.

7.1. Otros hallazgos en relacién al grupo TCE

Otras alteraciones encontradas en los capilares de las muestras de corteza cerebral
obtenidas de individuos con TCE fue la presencia de dilataciones en el trayecto de los
capilares, las cuales no presentaban células en su interior. Estas dilataciones han sido
referidas por otros autores (Ashton, 1951) como fundamento de los microaneurismas,
abogando en la teoria que el edema producido en la retinopatia diabética, asi como el
aumento de las distancias intercapilares, hacen que los PIVs ejerzan traccion sobre los
capilares, deformandolos y produciendo estas dilataciones.

Es interesante el estudio de Wolter y Arbor (1962) en el que se postula que los PIVs
estan relacionados con la formacion de microaneurismas observados durante la
evolucibn de una retinopatia diabética. Asi, los autores postularon que los
microaneurismas se formaban por la traccién que producian los PIVs, determinada por

el edema de la retina que tiene lugar durante este proceso patologico.

Algunos autores (Challa et al., 2002, Moody et al 2004) han observado dilataciones en
el trayecto de algunos PIVs, las cuéles presentaban un diametro de hasta 3-5um. Los
autores sugirieron que estas dilataciones podian ser consecuencia del nucleo de

alguna célula, y no lo relacionaron con la posible formacién de microaneurismas.

Nos parece muy importante destacar que existen trabajos en los cuales se relaciona la
formacion de microaneurismas que aparecen en ciertas patologias, como la retinopatia
diabética, con los PIVs. Si bien no se puede asegurar que los microaneurismas sean
patognomoénicos de esta patologia, han sido descritos en retinas humanas de
pacientes diabéticos (Ashton, 1951). También estudios mas recientes los han

relacionado con la edad (Lépez-Luppo et al., 2017). Por estos motivos podemos
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hipotetizar que pueda existir una relacibn entre estas dilataciones observadas,
especialmente en el grupo de TCE, ya que la edad fue mayor en este grupo, asi como
la formacibn de microaneurismas, aunque para ello se requieran estudios

complementarios que no han sido considerados en este trabajo.

Existen diferentes mecanismos involucrados en el desarrollo de microaneurismas.
Entre los posibles contribuyentes se incluyen la muerte de pericitos y la proliferacién
endotelial (Cogan, 1963), la angiogénesis alterada y el dafio a la membrana basal
vascular (Little, 1981).

En la actualidad, todavia se debate sobre el mecanismo para la formacién de
microaneurismas y el conocimiento sobre el papel de la membrana basal de los vasos
sanguineos en el desarrollo de estas anormalidades vasculares. El trabajo del grupo
del profesor Ruberte (Lopez-Luppo et al., 2017) nos acerca un poco mas al
conocimiento y la implicacion que tienen ciertas estructuras vasculares en la
produccién de microaneurismas, ya sean en patologias como la retinopatia diabética o
relacionados con la edad.

Mediante la técnica de moldes vasculares, utilizada por varios autores en el estudio de
la microvascularizacidén cerebral, tanto en humanos como en otras especies (Sbarbati
et al,, 1996; Rodriguez-Baeza et al., 1998), se han descrito otras alteraciones de la

microvascularizacién cerebral.

En el estudio realizado por Rodriguez-Baeza et al. (2003) de los vasos de la corteza
cerebral humana en pacientes fallecidos a consecuencia de la evolucion de las
lesiones secundarias después de sufrir un TCE grave, también se describieron una
serie de alteraciones en la microvascularizacion que afectaban tanto a los capilares
como a las arteriolas. Entre estas alteraciones morfolégicas se encontraban los
denominados “vasos corrugados’, que presentaban una evidente disminucién del
lumen. Estas alteraciones fueron observadas en ambos hemisferios cerebrales de

forma difusa, y sin relacion con la zona del traumatismo directo (lesion primaria).

En concordancia con estos datos, nosotros también hemos observado, mediante
microscopia Optica de campo claro, y microscopia laser confocal, vasos de aspecto
“corrugado”, siendo mas frecuentes en las muestras del grupo TCE y sin relaciéon
directa con la zona del traumatismo, lo cual es coincidente con los hallazgos

observados por Rodriguez-Baeza et al. (2003). Si tenemos en cuenta que en este
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grupo la media de edad fue mayor respecto al grupo control, aunque no hubo una
significacion estadistica, no podemos descartar que este parametro, la edad, también

esté relacionado con la formacién de estas alteraciones en los capilares.

El fendmeno de “corrugacion”, que lleva implicito una disminucion del lumen vascular
(Rickels y Zumkeller, 1992), ha sido justificado por la actividad de las células
musculares lisas, cuya contraccion sostenida en el vasoespasmo provoca la aparicion
de pliegues en la lamina elastica interna que afectan secundariamente al endotelio
subyacente de los microvasos (Kapp et al., 1982; Clower et al., 1994; Zhang et al.,
1998). Algunos autores apuntan que se deben a un vasoespasmo continuado después
de la produccion de hemorragias subaracnoideas (Clower, 1994) probablemente en

relacion a la presencia de sustancias vasoactivas.

Para Wisniewski et al. (1995), la disposicion y la contraccién de las células musculares
lisas determinan tres tipos morfologicos de vasospasmo, los cuales se manifiestan en
la superficie endotelial. Sin embargo, con nuestras técnicas de estudio no hemos
podido constatar que en las células musculares lisas de la pared microvascular existan
signos de contraccion, o incluso de degeneracion y necrosis, de estas células como

habian sefialado otros autores (Fein et al., 1974; Hall y Traystman, 1993).

8. SOBRE EL PAPEL DE LOS PERICITOS EN RELACION A LOS PIVS

Otra discusion relacionada con el cierre capilar es si estos vasos tienen tono o pueden
contraerse. Zweifach (1961) sugiri6 que las células endoteliales presentan cierta
actividad contractil. Otros autores (Tilton et al., 1979) observaron que los pericitos de
los capilares del musculo esquelético eran capaces de contraerse y reducir la luz

vascular.

Los estudios in vitro de Kelley et al., (1987) apoyan la teoria de que los pericitos son
células contractiles y que las células endoteliales también pueden contribuir al tono
microvascular. A su vez, en el trabajo de Das et al. (1988), se observd que el ATP
induce la contraccion de los pericitos retinianos in vitro. Tilton et al. (1979), también
concluyeron que los pericitos son contractiles. Sin embargo, ninguno de estos estudios
demuestra que el tono capilar pueda determinar el cierre completo de estos vasos,
produciendo la atresia vascular y formacion de PIVs.
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Los pericitos tienen un papel importante en la estabilizacion de los capilares.
Kuwabara y Cogan (1963) observaron que la presencia de células murales (pericitos)
parecia inhibir la angiogénesis. Y en el trabajo de Benjamin et al., (1998) se describe
que, durante el desarrollo vascular retiniano, hay un retraso de varios dias entre la
formacidn de tubos endoteliales y la cobertura pericitica. Estos autores observaron que

el VEGF aceleraba el recubrimiento de pericitos de los nuevos vasos.

Baluk et al. (2004) mostraron que después de la expresion de VEGF en el epitelio de
las vias respiratorias, las células endoteliales brotaban de vénulas en un dia, siendo
estos brotes abundantes a los 3 a 5 dias. A los 7 dias tenian una capa de pericitos y
una membrana basal delgada. Sorprendentemente unos pocos pericitos “puentearon’
capilares adyacentes a través de largos procesos celulares. En los primeros 3 dias de
retirada del VEGF, la mitad de los nuevos vasos habian desaparecido. Los autores
observaron inmovilizacion temprana del flujo sanguineo, oclusion luminal, afluencia de
células inflamatorias, retraccién y apoptosis de células endoteliales y pericitos. Estos
fenbmenos dejaban abundantes PIVs.

Saint-Geniez y D’Amore (2004) describieron que las células endoteliales reclutaban
pericitos por secrecioén de factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor
que estimula la proliferacion de células mesenquimales y su quimiotaxis hacia células

endoteliales. Esas células mesenquimales se diferenciaron en pericitos.

En el trabajo de Armulik et al. (2005), se hace referencia a que los pericitos son células
gue estabilizan la formacion de la microvascularizacion, y que la cobertura de pericitos
es mas alta en el SNC donde pueden contribuir a la formacién de la BHE. Sin
embargo, la sola presencia de pericitos per se no es suficiente para dicha
estabilizacién. Concluyen ademas que probablemente los pericitos influyan en la
estabilidad de los vasos mediante la formacion y organizacion de la matriz extracelular,
asi como en la promocion de la diferenciacidbn y la quiescencia de las células

endoteliales.

Parece demostrado que en ausencia de pericitos, las células endoteliales fracasan en
la formacion de las uniones estrechas, y los capilares se vuelven permeables. Ademas
la superficie endotelial luminal se vuelve altamente irregular, con multiples procesos y

pliegues que pueden perjudicar el flujo sanguineo (von Tell et al., 2006).
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Estudios mas actuales (Lopez-Luppo et al., 2017) han puesto de manifiesto el papel de
los pericitos, de la membrana basal, de la apoptosis y de diferentes rutas de
sefializacion moleculares entre los distintos tipos celulares implicados en la génesis,

mantenimiento formacidén de microaneurismas y regresion de la red capilar en retina.

En nuestro estudio hemos demostrado la presencia de células en la proximidad de los
PIVs, similares a pericitos o derivados de los mismos. De hecho, la presencia de estas
células en relacion a los PIVs ha sido utilizada para realizar la clasificacion de PIVs
que hemos utilizado. Sin embargo, y debido a la naturaleza del estudio realizado y de
la muestra evaluada, no hemos podido abordar la cuestion de si estas células, anexas
a los PIVs, tienen o no una funcion contractil. Para este fin seria necesaria la
realizacion de estudios experimentales, como se ha hecho en retina de animales de

experimentacion.

9. SOBRE ALTERACIONES DE LA BHE Y LA MEMBRANA BASAL EN TCE

En estudios sobre corteza cerebral se sefiala que muchas situaciones patologicas del
cerebro se asocian con anomalias estructurales y funcionales de su
microvascularizacion. Muchas enfermedades manifiestan un proceso inflamatorio
microvascular que afecta la permeabilidad y estructura de la BHE. Actualmente se ha
prestado especial atencion a la actividad inflamatoria de las células gliales en esas
enfermedades, y a la secrecidbn de mediadores inflamatorios por esas células. Sin

embargo, el rol del endotelio en estos procesos no debe ser ignorado.

Hay autores que sugieren que la membrana basal mantiene un plano espacial,
manteniendo la polaridad de forma especifica, siendo asi el sustrato para el
crecimiento y la orientacion. Ademas, podria tener un efecto de induccién y de

restriccion en la proliferacion celular (/de et al., 1983).

Denekamp (1993) sefiald6 que la formacion de un brote capilar implica la disolucion
localizada de la membrana basal, la migracion de células endoteliales hacia el
estimulo angiogénico y la proliferacion de células endoteliales. Otros autores (Inai et
al., 2004) describieron que la membrana basal, después de la pérdida capilar, podia
proporcionar un andamio potencial para el rebrote de los vasos. Asi mismo observaron

que el cierre de los vasos precedia a la degeneracion de las células endoteliales y
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concluyeron que la pérdida de flujo sanguineo podia conducir a la muerte de las
células endoteliales del vaso afectado. Kalluri, (2003), en su revision, la describio
como un apoyo estructural que dividiria los tejidos en compartimentos y contribuiria a
la regulacion del comportamiento celular. También observd que la membrana basal
vascular actua como sensor microambiental de las células endoteliales y de los
pericitos. En lo que se refiere al proceso de angiogénesis, este mismo autor ha
observado que los brotes endoteliales estarian cubiertos por membrana basal desde el
principio, y se ha interpretado que los pericitos, cubiertos de membrana basal, pueden

guiar el crecimiento de estos brotes.

En nuestro estudio y mediante TEM se ha puesto de manifiesto la presencia de
alteraciones morfo-estructurales en la pared de los vasos de la microcirculacion de la
corteza cerebral humana de pacientes fallecidos a consecuencia de un TCE grave.
También en las muestras de tejido de los sujetos controles se han observado
alteraciones en todas las muestras evaluadas. Estas alteraciones estarian
relacionadas con el proceso de degradacién tisular post-mortem. Sin embargo, el
grado de estas alteraciones ha sido variable en funcion de la degradacion tisular
producida desde la muerte hasta la fijacibn de la muestra. La estructura que
aparentemente presenta alteraciones mas especificas en los casos de TCE, y que se

ve menos alterada por el proceso post-mortem, es posiblemente la membrana basal.

En efecto, las muestras de TCE presentaron con frecuencia alteraciones muy
marcadas de la membrana basal, con desdoblamientos de esta que a menudo
contenian elementos o restos celulares. Estos cambios eran menos frecuentes en las
muestras de sujetos control, y aunque eventualmente presentaban vesiculas en su
interior, la membrana no llegaba a presentar el nivel de desestructuraciéon observado
en las muestras de TCE. Destacamos que en algunas de las muestras de TCE se
observaron verdaderas soluciones de continuidad por las cuales se extendia material

de la célula endotelial.

Los componentes vasculares de la membrana basal intervienen en la angiogénesis,
tanto con factores pro- y anti-angiogénicos. Durante la degradacion por
metaloproteinasas de matriz, la membrana basal libera factores de crecimiento tales
como el factor de crecimiento endotelial (VEGF), factor de crecimiento de fibroblastos
basico (bFGF) y factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). Se ha
demostrado que en presencia de VEGF, se inicia la angiogénesis, y en ausencia de

VEGF, los capilares experimentaran una regresion apoptotica (La Manna et al., 2003).
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Las alteraciones de la membrana basal probablemente estén relacionadas con
procesos de degradacion activa por parte de proteasas especificas, como son la MMP-
9 o la MMP-2 (metaloproteinasas 9 o 2) (Vajtr et al. 2009), siendo estos procesos
mucho menos susceptibles de darse por la simple degradacién post-mortem.

La alteracion de la membrana basal puede guardar relacion con el aumento de la
permeabilidad vascular y con la formacion de edema vasogénico, que a su vez puede
contribuir al incremento de la presion intracraneal y/o a la disminucion del flujo a nivel

capilar.

En relacién al incremento de permeabilidad vascular se ha descrito que las células
endoteliales incrementarian el numero de vacuolas en su citoplasma y que parte del
incremento de permeabilidad de la BHE se deberia a un incremento de la trancitosis y
no tanto a una apertura de las uniones estrechas (Castejon 1984, 1985, 2013). En
nuestras muestras no es posible evaluar si hay un incremento de la trancitosis
endotelial ya que el propio proceso post-mortem conlleva a la desestructuracién del

citoplasma y del componente endomembranoso.

Las uniones estrechas parecen ser resistentes a los cambios post-mortem y pueden
ser evaluadas. En este sentido hemos podido observar, mediante TEM, uniones
estrechas claramente abiertas en algunas muestras de TCE.

La valoracién preliminar de las alteraciones morfolégicas observadas pone de relieve
el papel que éstas pueden jugar en la progresion de las temidas lesiones secundarias
(isquemia cerebral, hipertensidon intracraneal), que determinarian la evolucion clinica
de los pacientes con el resultado final de muerte neuronal (Poca et al., 1996; Golding
et al., 1999; Garcia-Salman y Cérdoba-Ramos, 1999).

Se ha postulado que en la fisiopatologia de las lesiones secundarias del TCE esta
implicado el lecho vascular, ya sea por disfunciones a nivel del endotelio capilar y de la
propia BHE (Cervés-Navarro y Lafuente, 1991; Lafuente y Zarranz, 1998), por
vasoespasmo (Bouma y Muizelaar, 1995), o por la propia compresidbn mecanica
(Cervos-Navarro y Lafuente, 1991; Castejon, 1998). En cualquier caso, estos
mecanismos, todavia no bien conocidos, serian responsables de producir una
alteracion de la homeostasis, dejando a las neuronas en situacion vulnerable respecto

de sus requerimientos energéticos (Maxwell et al., 1988).
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En los pacientes que sufren un TCE existen una serie de lesiones primarias que no
son controlables. Sin embargo, son las lesiones que se desencadenan y evolucionan a
partir del momento del impacto las que tienen una mayor significacion para el
diagnostico, el pronéstico y la terapéutica (Hall y Traystman, 1993). Si la progresion de
la muerte neuronal en el area de penumbra estd directamente relacionada con la
isquemia, cabe preguntarse el papel que juega la BHE, y en especial las células

endoteliales, en este mecanismo.

En estudios experimentales en ratas a las que se les ha provocado un TCE (Higashida
et al., 2011), se ha determinado el papel fundamental que desempefian el HIF-1a
(Hypoxia-inducible factor-1) en la formacién del edema cerebral y la alteracion de la
BHE a través de una cascada de vias moleculares que implican a AQP-4 (acuaporinas
4) y MMP-9, en la produccion de las lesiones secundarias en el TCE. Se ha propuesto
que el bloqueo farmacolégico de esta via en pacientes con TCE puede proporcionar

una nueva estrategia terapéutica.

Esta alteracion de la barrera se podria iniciar en las células endoteliales debido a
estimulos no bien establecidos todavia, aunque se hayan identificado activadores de
cascadas bioquimicas relacionadas con la apoptosis (aminoacidos excitotdxicos,
radicales libres de O,, Oxido nitrico, mediadores inflamatorios) que son también
relevantes en la fisiopatologia de los TCE (Poca et al., 1996; Eker et al., 1998).

En este sentido se ha propuesto que la propia disminucion del flujo sanguineo cerebral
puede producir dafno anéxico local del endotelio, lo cual haria aumentar la
permeabilidad de la BHE, y por lo tanto el edema local (Cervos-Navarro y Lafuente,
1991; Lafuente y Zarranz, 1998).

Para estos mismos autores, cualquier alteracién de la BHE tiene como consecuencia
la acumulacion de liquido mas o menos rico en proteinas en el espacio extravascular,
el cudl ejerce un efecto masa que puede llegar a afectar la perfusion vascular regional

produciendo isquemia secundaria, que a su vez incrementa el edema.

Los estudios realizados acerca del TCE en animales de experimentacion demuestran
cada vez mas la implicacion de las estructuras que conforman la BHE, y en especial
de las células endoteliales, en la fisiopatologia de las lesiones secundarias (Maxwell et
al., 1988; Vaz et al., 1998).
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La naturaleza y composicién de los PIVs en la corteza cerebral humana ha sido el
principal objetivo de este trabajo de investigacion. Asi, hemos descrito las variaciones
en su densidad relativa entre los distintos I6bulos cerebrales, se ha propuesto una
nueva clasificacion y se ha establecido su relacion con la densidad capilar y la
lacunaridad del tejido. También se ha estudiado estas estructuras en muestras de
pacientes fallecidos a consecuencia de un TCE, sugiriendo su implicacién en la
desestructuracion de la microvascularizacién y evolucion de las temidas lesiones

secundarias.

Sin embargo, y con el proposito de profundizar en la implicacion de estas estructuras
en la fisiopatologia del TCE, o en otras situaciones patologicas, puede ser de interés
realizar estudios experimentales, los cuéales estan fuera de los objetivos de este
trabajo y que, por razones obvias, no son realizables en muestras de corteza cerebral

humana.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

1. En la corteza cerebral humana existen estructuras que, a modo de puente, se
extienden entre vasos de la microcirculacion, especialmente capilares. Hemos

propuesto denominarlas en este trabajo “puentes intervasculares” (PIVs).

2. En la constituciébn de los PIVs participan el colageno tipo IV y la laminina,
principales componentes de la membrana basal vascular. Esta constitucibn nos
permite considerarlos en continuidad con la membrana basal de los vasos de la

microcirculacion cerebral, pero carentes de luz.

3. La morfologia, la localizacion y la constitucion observada en los PIVs nos permite
considerarlos como componentes normales de la anatomia microvascular de la
corteza cerebral humana. Sin embargo, més estudios seradn necesarios para conocer

su origen y significado.

4. En ocasiones se observa uno o mas desdoblamientos de la membrana en el
trayecto de los PIVs, los cuales pueden contener nucleos celulares. En estos casos las

células pueden relacionarse con pericitos.

5. De acuerdo a la morfologia observada en los PIVs, estos pueden clasificarse en
“delgados” (tipo I) y gruesos” (tipo Il). Sin embargo, hemos preferido proponer una
clasificacion basada en la presencia de células anexas a los PIVs y a la integridad de
los mismos. Esta clasificacién considera 5 tipos de PIVs: tipo A, sin relaciébn con
células; de tipo B, con una célula en uno de sus extremos; de tipo C, con dos células,
una en cada extremo; tipo D, con una célula situada en su parte central; y tipo E, que

corresponden a puentes rotos o desestructurados.

6. El estudio estadistico realizado demostrd diferencias en la densidad capilar y en la
densidad de PIVs, siendo mayor ambas densidades en el grupo control. En
contraposicién, hubo mayor lacunaridad en el grupo TCE, y mayor proporcion de PIVs

del tipo E, lo cual seria indicativo de aumento del espacio intercapilar.
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Conclusiones

7. La densidad capilar y la densidad de PIVs observados en el grupo control presento
una distribucibn homogénea entre los dos hemisferios y en los diferentes l6bulos
cerebrales, con excepcion del I6bulo temporal (region parahipocampal) en que era
menor. Esta diferencia probablemente sea debida a la diferente citoarquitectonia y

angioarquitectonia de esta region.

8. La densidad de PIVs observada en el grupo TCE fue menor respecto al grupo
control de forma significativa. Esta diferencia se mantuvo entre hemisferios y entre los
diferentes I6bulos, a excepcion del I6bulo occipital. Fue precisamente este I6bulo el

que presentd menos lesiones en el grupo TCE.

9. El estudio de correlacion entre la densidad capilar y la densidad de PIVs en el grupo
control mostré una correlacion estadisticamente significativa, es decir, a mayor
densidad capilar, mayor niumero de PIVs. Esta correlacién, no fue tan evidente ni

estadisticamente significativa en el grupo TCE.

10. Las células anexas a los PIVs han sido consideradas similares a pericitos por sus
caracteristicas morfoestructurales y de localizacién, y pueden corresponderse a las
denominadas bridging cells por otros autores.

11. Al no haber observado una mayor densidad de PIVs en el grupo de TCE, podria
indicar que los puentes forman parte de la estructura normal de la

microvascularizacién de la corteza cerebral humana.

12. En el grupo TCE, el aumento de la lacunaridad y la mayor proporcién de PIVs del
tipo E, lo relacionamos con una desestructuracion de la microvascularizacion del

parénquima cerebral lo cual favoreceria la isquemia tisular.

13. En el grupo TCE se observaron otras alteraciones vasculares, como fueron la
presencia de dilataciones en las paredes de algunos microvasos que podrian
corresponder a la formacién de microaneurismas, asi como la presencia de vasos de

aspecto corrugado, compatible con vasos desestructurados.
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Conclusiones

14. Las alteraciones morfoestructurales observadas en la membrana basal vascular de
la microvascularizacion en el grupo TCE, pueden justificar alguna de las lesiones

secundarias que determinan la evolucion de los pacientes neurotraumaticos.

15. Este estudio puede contribuir al conocimiento del rol que pueden tener los PIVs en
patologias de tipo neurodegenerativas, como se ha propuesto recientemente en la

enfermedad de Alzheimer entre otras.
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Anexo

ANEXO

Analisis estadistico (realizado por el servicio de estadistica de la UAB)

1. Analisis entre las diferentes zonas (qrupo Control)

1.1 Densidad capilar:

Hemisferios cerebrales

Hemisphere  Nobs  Nmiss Mean Median Std Min Max
Left 192 0 30.43 30.87 6.02 15.84 44,12
Right 192 0 30.59 30.63 6.18 13.17 42.85
Total 384 0 30.51 30.80 6.09 13.17 44,12
40
F Value P-Value
]
3 Test 0.09 0.7591
©
(] 30 -
©
©
S
(2]
c
)
a
20+
‘ ——
Left Right
Hemisphere
Lébulos cerebrales
Lobe  Nobs Nmiss Mean Median Std Min Max
Frontal 96 0 31.61 32.05 5.27 15.84 40.17
Occipital 96 0 32.66 33.18 5.93 17.76 4412
Parietal 96 0 30.78 30.78 5.92 17.14 42.85
Temporal 96 0 26.97 2573 5.76 13.17 39.46
Total 384 0 30.51 30.80 6.09 13.17 4412
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F Value P-Value
40
T Test 26.53 <0001 *
3 3
g
S 30
g o
o
2]
ey
o)
[
o
T T T T
Frontal QOccipital Parietal Temporal
Lobe
A continuacion se muestran las comparaciones 2 a 2:
Mean
Lobe Lobe difference t Value P-Value
Frontal Occipital -1.0477 -1.54 0.4147
Frontal Parietal 0.8376 1.23 0.6076
Frontal Temporal 4.6403 6.82 <.0001 ~*
Occipital Parietal 1.8853 2.77 0.0298 *
Occipital Temporal 5.6881 8.36 <.0001 ~*
Parietal Temporal 3.8027 5.59 <.0001 ~*
1.2 Lacunaridad
Hemisferios cerebrales
Hemisphere  Nobs  Nmiss Mean Median Std Min Max
Left 192 0 0.2340 0.2129 0.0763 0.1122 0.5178
Right 192 0 0.2335 0.2162 0.0826 0.1208 0.6469
Total 384 0 0.2337 0.2155 0.0794 0.1122 0.6469
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Lacunaridad

Lacunaridad

o
0.6
8 F P-Value
0.5+ o
_° P — Test 0.00 0.9533
0.4
0.3
o o
0.2
0.1
Left Right
Hemisphere
Lébulos cerebrales
Lobe  Nobs Nmiss Mean Median Std Min Max
Frontal 96 0 0.2149 0.1994 0.0649 0.1362 0.5099
Occipital 96 0 0.2084 0.1926 0.0695 0.1122 0.4635
Parietal 96 0 0.2295 0.2166 0.0737 0.1208 0.5178
Temporal 96 0 0.2821 0.2816 0.0871 0.1399 0.6469
Total 384 0 0.2337 0.2155 0.0794 0.1122 0.6469
[}
0.6
F Value P-Value
05-] ° ¢ _ Test 2567 <.0001 *
[e]
[¢] o
0.4 o °
o
o T ] |
o
02 Y <
T | |
0.1+ L
T T T T
Frontal Cccipital Parietal Temporal
Lobe

185



Anexo

A continuacién se muestran las comparaciones 2 a 2:

Mean
Lobe Lobe difference t Value P-Value
Frontal Occipital 0.006509 0.70 0.8978
Frontal Parietal -0.01460 -1.57 0.3995
Frontal Temporal -0.06712 -7.20 <.0001 ~*
Occipital Parietal -0.02111 -2.26 0.1084
Occipital Temporal -0.07363 -7.90 <.0001 ~*
Parietal Temporal -0.05252 -5.63 <.0001 ~*

1.3 Puentes de union (PIVs)

Hemisferios cerebrales

Hemisphere Nobs Nmiss Mean Median Std Min Max

Left 24 0 33.29 30.50 10.94 8.00 54.00
Right 24 0 33.75 3450 9.82 18.00 61.00
Total 48 0 33.52 32.50 10.29 8.00 61.00

60 o
£ I 401
a
§ i < F Value P-Value
e Test 0.03 0.8715
=)
20 [ E—
L;ﬂ Ri;ht
Hemisphere
Lobulos cerebrales
Lobe  Nobs Nmiss Mean Median Std Min Max
Frontal 12 0 39.17 3550 11.39 24.00 61.00
Occipital 12 0 35.08 35.50 7.63 21.00 50.00
Parietal 12 0 32.75 31.00 10.69 8.00 47.00
Temporal 12 0 27.08 25.00 8.16 18.00 41.00
Total 48 0 33.52 3250 10.29 8.00 61.00
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60 F Value P-Value
Test 3.98 0.0144 *

»
=
o 40 o
©
]
2 o
&
a <&
20
T T T T
Frontal Occipital Parietal Temporal
Lobe

2. Andlisis entre las diferentes zonas (grupo TCE)

2.1 Densidad capilar

Hemisferios cerebrales

Hemisphere  Nobs  Nmiss Mean Median Std Min Max
Left 152 40 24.86 26.48 6.21 10.88 35.87

Right 176 16 28.72 25.94 6.51 10.37 35.87

Total 328 56 24.19 26.12 6.40 10.37 35.87

356+

F Value P-Value
30 Test 2.98 0.0855

251 ko3

204

Densidad capilar

Left Right
Hemisphere
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Lobulos cerebrales

Lobe Nobs Nmiss Mean Median Std Min Max
Frontal 96 0 23.63 2523 5.36 13.10 32.90
Occipital 96 0 29.60 29.64 3.61 20.61 35.87
Parietal 64 32 24.77 26.85 5.36 13.55 32.90
Temporal 72 24 17.02 17.02  3.89 10.37 27.30
Total 328 56 2417 26.03 6.40 10.37 35.87
*] I
30 T T F Value P-Value
_ 9 Test 110.27 <.0001 *
]
= 25 &
3 o
o
8
T 207
0
c
o)
O 5 i
10
T T T T
Frontal Occipital Parietal Temporal
Lobe
A continuacién se muestran las comparaciones 2 a 2:
Mean
Lobe Lobe difference t Value P-Value
Frontal Occipital -5.9646 -9.21 <.0001 ~
Frontal Parietal -1.7016 -2.28 0.1054
Frontal Temporal 6.7868 9.61 <.0001 ~
Occipital Parietal 4.2630 5.70 <.0001 ~
Occipital Temporal 12.7514 18.04 <.0001 ~
Parietal Temporal 8.4884 10.62 <.0001 ~
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2.2 Lacunaridad

Hemisferios cerebrales

Hemisphere  Nobs  Nmiss Mean Median Std Min Max
Left 152 40 0.3126 0.2792 0.1119 0.1702 0.7144
Right 176 16 0.3329 0.2839 0.1319 0.1702 0.7300
Total 328 56 0.3246 0.2822 0.1243 0.1702 0.7300
o 8
8 F P-Value
06+ o Test 2.62 01067
ko]
2 _
ke
©
ey
3
g 04+
-
o
o
02
T T
Left Right
Hemisphere
Loébulos cerebrales
Lobe  Nobs Nmiss Mean Median Std Min Max
Frontal 96 0 0.3381 0.2882 0.1176 0.2089 0.6522
Occipital 96 0 0.2346 0.2276 0.0482 0.1702 0.3983
Parietal 64 32 0.3180 0.2695 0.1076 0.2089 0.6792
Temporal 72 24 0.4352 0.4056 0.1250 0.2459 0.7300
Total 328 56 0.3249 0.2829 0.1242 0.1702 0.7300
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[}
F Value P-Value
0.6
Test 55.98 <.0001 *
©
<
o &
© 04 o
5
8 ¢ 0 i
-
€T L
0.2
Fro‘nlal Occ‘ipital Pari‘etal Ten-;;oral
Lobe
A continuacidén se muestran las comparaciones 2 a 2:
Mean
Lobe Lobe difference t Value P-Value
Frontal Occipital 0.1034 713 <.0001 ~*
Frontal Parietal 0.02935 1.76 0.2935
Frontal Temporal -0.09925 -6.28 <.0001 ~*
Occipital Parietal -0.07409 -4.44 <.0001 ~*
Occipital Temporal -0.2027 -12.82 <.0001 ~*
Parietal Temporal -0.1286 -7.22 <.0001 ~*
2.3 Puentes intervasculares (PIVs)
Hemisferios cerebrales
Hemisphere  Nobs  Nmiss Mean Median Std Min Max
Left 22 2 2.66 2.63 0.80 1.50 4.50
Right 22 2 2.40 2.21 0.81 1.43 4.50
Total 44 4 2.51 2.29 0.81 1.43 4.50
[e] [}
F Value P-Value
. — — Test 117 02875
(2]
=
o
O 37
©
i
(]
3 o
C
[0
0O 24
L;ﬂ Riéht
Hemisphere
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Lobulos cerebrales

Lobe Nobs Nmiss Mean Median Std Min Max
Frontal 12 0 2.50 238 0.78 1.67 3.88
Occipital 12 0 2.83 2.75 0.95 1.43 4.50
Parietal 8 4 2.57 227 0.85 1.63 3.88
Temporal 12 0 2.10 1.88 0.50 1.50 3.00
Total 44 4 2.51 2.29 0.81 1.43 4.50
o]
F Value P-Value
o]
Test 1.72 0.1833
n
=
o
3
- 34 e}
©
i)
. L o T
[0)
[a)
(o3
2
. L7
T T T T
Frontal Cccipital Parietal Temporal
Lobe
3. Andlisis entre los grupos de estudio Control y TCE
3.1 Edad
Group Nobs  Nmiss Mean Median Std Min Max
Control 6 0 47.67 44.50 17.94 24.00 77.00
Trauma 6 0 63.17 69.50 24.07 16.00 86.00
Total 12 0 55.42 62.00 21.80 16.00 86.00
[e]
80 - P-Value
= Wilcoxon Test 0.2534

60

Age

40

20

T T
Control Trauma

Group
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3.2 Densidad capilar

Group Nobs  Nmiss Mean Median Std Min Max
Control 384 0 30.51 30.80 6.09 13.17 4412
Trauma 328 56 2417 26.03 6.40 10.37 35.87
Total 712 56 27.60 28.10 6.99 10.37 4412
40 -| F Value P-Value
5 — Test 16.70 <.0001 *
%-
8 30
©
S
‘5 &>
c
8 20|
10+ -
Control Trauma
Group

Analisis por hemisferios y |6bulos cerebrales entre los grupos (Control y TCE)

Densidad capilar

Group Hemisphere  Nobs  Nmiss Mean Median Std Min Max
Control Left 192 0 30.43 30.87 6.02 15.84 4412
Control Right 192 0 30.59 30.63 6.18 13.17 42.85
Trauma Left 152 40 24.86 26.48 6.21 10.88 35.87
Trauma Right 176 16 23.72 25.94 6.51 10.37 35.87

Hemisphere = Left Hemisphere = Right
Effect F Value P-Value
40 T Group 17.40  <.0001 *
Hemisphere 0.29  0.5897
20— Lobe 116.82 <.0001 *
Group*Hemisphere 0.97  0.3243
<&
® Group*Lobe 19.19 <0001 *
20-
10~ J‘
T T T T
Control Trauma Control Trauma

Group
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Densidad capilar

Group Lobe Nobs  Nmiss Mean Median Std Min Max
Control Frontal 96 0 31.61 32.05 5.27 15.84 40.17
Control Occipital 96 0 32.66 33.18 5.93 17.76 4412
Control Parietal 96 0 30.78 30.78 5.92 1714 42.85
Control Temporal 96 0 26.97 25.73 5.76 13.17 39.46
Trauma Frontal 96 0 23.63 25.23 5.36 13.10 32.90
Trauma Occipital 96 0 29.60 29.64 3.61 20.61 35.87
Trauma Parietal 64 32 24.77 26.85 5.36 13.55 32.90
Trauma Temporal 72 24 17.01 17.12 3.92 10.37 27.30

Lobe = Frontal Lobe = Occipital
40
Lobe F Value P-Value
30 T Frontal 2250  <.0001 *
o Occipital 3.28 0.0707
207 i Parietal 942 0.0022 *
’ L Temporal 34.82 <.0001 *
1 Lobe = Parietal Lobe = Temporal

40

301

20

<
<&
T T T T
Control Trauma Control Trauma

Group
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Comparaciones 2 a 2:

Mean
Group Lobe Lobe difference t Value P-Value
Frontal Occipital -1.0477 -1.57 0.3953
Frontal Parietal 0.8376 1.26 0.5908
Frontal Temporal 4.6403 6.96 <.0001
Control
Occipital Parietal 1.8853 2.83 0.0248
Occipital Temporal 5.6881 8.53 <.0001
Parietal Temporal 3.8027 5.71 <.0001
Frontal Occipital -5.9544 -8.93 <.0001
Frontal Parietal -1.8246 -2.36 0.0864
Frontal Temporal 6.7542 9.20 <.0001
Trauma
Occipital Parietal 4.1298 5.33 <.0001
Occipital Temporal 12.7085 17.27 <.0001
Parietal Temporal 8.5788 10.30 <.0001

Analisis ajustado por edad

Effect

F Value P-Value

Group

Hemisphere

Lobe

Age

Group*Hemisphere

Group*Lobe

12.45 0.0004
0.28 0.5940
116.89 <.0001
0.29 0.5876
0.96 0.3273

19.23 <.0001

*
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3.3 Lacunaridad

Group Nobs  Nmiss Mean Median Std Min Max
Control 384 0 0.2337 0.2155 0.0794 0.1122 0.6469
Trauma 328 56 0.3249 0.2829 0.1242 0.1702 0.7300
Total 712 56 0.2756 0.2459 0.1120 0.1122 0.7300

:

— F Value P-Value

0.6

Test 22778 <.0001 *

}OO o

0.4+

Lacunaridad

0.2+ J;

T
Control Trauma
Group

Analisis por hemisferios y l6bulos cerebrales entre grupos (Control y TCE)

Group Hemisphere  Nobs  Nmiss Mean Median Std Min Max
Control Left 192 0 0.2340 0.2129 0.0763 0.1122 0.5178
Control Right 192 0 0.2335 0.2162 0.0826 0.1208 0.6469
Trauma Left 152 40 0.3126 0.2792 0.1119 0.1702 0.7144
Trauma Right 176 16 0.3329 0.2839 0.1319 0.1702 0.7300

Hemisphere = Left Hemisphere = Right
¢ g Effect FValue P-Value
. ° Group 1214 0.0005 *
06— s
Hemisphere 7.20 0.0075 *
3 8 o Lobe 3649 <0001 *
8 Group*Hemisphere 7.03  0.0083 *
© 04-
S Group*Lobe 11.45 <.0001 *
3] o
I o
|
S o
T T

] ] ] ]
Control Trauma Control Trauma

Group
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Group Lobe Nobs Nmiss Mean Median Std Min Max
Control Frontal 96 0 02149  0.1994  0.0649  0.1362  0.5099
Control Occipital 96 0 02084  0.1926  0.0695  0.1122  0.4635
Control Parietal 96 0 02295 0.2166  0.0737 01208  0.5178
Control Temporal 96 0  0.2821 0.2816  0.0871 0.1399  0.6469
Trauma Frontal 96 0  0.3381 0.2882  0.1176  0.2089  0.6522
Trauma Occipital 96 0 02346 0.2276  0.0482  0.1702  0.3983
Trauma Parietal 64 32 03180 02695 01076  0.2089  0.6792
Trauma Temporal 72 24 04356 04043 01258  0.2459  0.7300

Lobe = Frontal Lobe = Occipital
Lobe F Value P-Value
> ) Frontal 3034 <0001 *
04l . . Occipital 131 0.2534
o 7 Parietal 1047 0.0013 *
024 - % % Temporal 4521  <.0001 *
Lobe = Parietal Lobe = Temporal

Lacunaridad

0.6

0.4

0.2

I

Control Trauma

Control

Group

Trauma
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Comparaciones 2 a 2:

Mean
Group Lobe Lobe difference t Value P-Value
Frontal Occipital 0.006509 0.54 0.9484
Frontal Parietal -0.01460 -1.22 0.6154
Frontal Temporal -0.06712 -5.60 <.0001 *
Control
Occipital Parietal -0.02111 -1.76 0.2930
Occipital Temporal -0.07363 -6.14 <.0001 *
Parietal Temporal -0.05252 -4.38 <.0001 *
Frontal Occipital 0.1032 8.61 <.0001 *
Frontal Parietal 0.03227 2.32 0.0936
Frontal Temporal -0.09891 -7.50 <.0001 *
Trauma
Occipital Parietal -0.07095 -5.10 <.0001 *
Occipital Temporal -0.2021 -15.29 <.0001 *
Parietal Temporal -0.1312 -8.77 <.0001 *

3.4 Puentes intervasculares (PIVs)

Group Nobs Nmiss Mean Median Std Min Max

Control 48 0 419 4.06 1.29 1.00 7.63
Trauma 44 4 2.51 2.29 0.81 1.43 4.50
Total 92 4 3.44 3.25 1.38 1.00 7.63
g
o
- F-Value P-Value
w 67 Test 2416 <.0001 *
=
o
he]
[]
k] o
2 4 ©
S -
o
&
2
1
—— ‘
Control Trauma
Group
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Analisis ajustado por edad

Effect F Value P-Value
Group 19.20 0.0001 *
Hemisphere 0.00 0.9514
Lobe 5.26 0.0026 *
Age 0.00 0.9741
Group*Hemisphere 0.04 0.834
Group*Lobe 1.09 0.3585 *

4. Analisis de correlaciones

4.1 Grupo Control

Densidad capilar y Lacunaridad

Scatter Plot

06+

0.5+

04+

Lacunaridad

0.3

0.2

0.1

T T T
20 30 40

Densidad capilar

Correlacion negativa entre la densidad capilar y la lacunaridad (r=-0.96)
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Densidad capilar y Densidad de PIVs

Densidad PIVs

Scatter Plot

o 0
o

20

30 35

Densidad Capilar

40

La correlacion entre estas dos variables es moderada (0,484, p-valor<0.001).

Lacunaridad y Densidad de PIVs

Densidad PIVs

Scatter Plot

0.1

02

03

Lacunaridad

04

La correlacién entre estas dos variables es moderada y negativa (-0,529, p-valor<0,001).
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4.2 Grupo TCE

Densidad capilar y Lacunaridad

Scatter Plot
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Densidad capilar

Correlacion negativa entre la densidad capilar y lacunaridad (r=-0.94)

Densidad capilar y Densidad de PIVs

Scatter Plot

Densidad PIVs

[elie]

Densidad Capilar

La correlacion entre estas dos variables es baja (0,239, p-valor=0,143).
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Lacunaridad y Densidad de PIVs

Scatter Plot
o
4
o ] o e}

»
>
o 34 o

o [e] o
8 o o o o
ie] o o
‘é’ 00
[ o
[m) o o o °

o o o o
24
o o o ©
o
]
o o ©
]
o
T T T T
02 0.3 04 05
Lacunaridad

La correlacién entre estas dos variables es baja y negativa (-0,246, p-valor=0,132).

5. Analisis de tipo de PIVs sequn clasificaciéon (A:B;C:D:E) (recuentos)

Resumen descriptivo:

Mean

A(SIN CEL)

B ( CEL EXTRE)

C(CELSEXTRS) D (CEL CENTR)

[Group B Control B Trauma |

E (ROTOS)
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Tipo A Densidad (SIN CEL)

A (SIN CEL)

B ( CEL EXTRE)

Group Nobs Nmiss Mean Median Std Min Max
Control 48 0 2.55 2.63 0.69 1.00 4.13
Trauma 44 4 0.90 0.88 0.45 0.11 1.63
Total 92 4 1.81 1.63 1.01 0.11 413
o _
37 F-Value P-Value
S
Test 76.23 <.0001 *
2
1
1 1
o
Control Trauma
Group
Tipo B Densidad (CEL EXTRE)
Group Nobs Nmiss Mean Median Std Min Max
Control 48 0 0.49 0.38 0.34 0.00 1.50
Trauma 44 4 0.12 013 0.12 0.00 0.38
Total 92 4 0.32 025 032 0.00 1.50
1.50 4 —
1.25
F-Value P-Value
107 Test 23.00 <.0001 *
0.751
0.50 | o
_ 0o
0.251
1 ]
T T
Control Trauma
Group
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Tipo C Densidad (CELS EXTRS)

Group Nobs Nmiss Mean Median Std Min Max

Control 48 0 0.03 0.00 0.07 0.00 0.38
Trauma 44 4 0.01 0.00 0.03 0.00 0.14
Total 92 4 0.02 0.00 0.06 0.00 0.38

0.4

F-Value P-Value
Test 2.97 0.0887

0.3

0.2

C (CELS EXTRS)

[eXe]

0.1+

<O

0.0

T
Control Trauma
Group

Tipo D Densidad (CEL CENTR)

Group Nobs Nmiss Mean Median Std Min Max

Control 48 0 0.14 013 019 0.00 0.88
Trauma 44 4 0.07 0.00 0.10 0.00 0.38
Total 92 4 0.11 0.00 0.16 0.00 0.88

o
0.8+
F-Value P-Value
05 o Test 1.95 0.1670
3
5 o
i
5
ﬁ 047 ) )
[a]
0.2+
<
0.0+
T T
Control Trauma
Group
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Tipo E Densidad (ROTOS)
Group Nobs Nmiss Mean Median Std Min Max
Control 48 0 0.99 1.00 053 000 238
Trauma 44 4 1.41 129 046 057 250
Total 92 4 1.18 125 054 000 250
254 e}
F-Value P-Value
27 Test 504 00277 *
@ 15
8 o
2
w 1.0
05 o
0.0+ E—
Control Trauma
Group

6. Anadlisis de tipo de PIVs sequn clasificacion (A;B;C;D;E) (porcentajes)

Resumen descriptivo:

1.0 1

%

%A(SINCEL) % B ( CEL EXTRE)

% C (CELS
EXTRS)

% D (CEL CENTR)

[Group H Control H Trauma

% E (ROTOS)
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