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Resumen y Abstract IX

Resumen

El seno carotideo es un barorreceptor localizado en los primeros milimetros de la arteria
carotida interna cuando se origina a partir de la carétida comun; participa en la
generacion de un reflejo que, junto con otros barorreceptores, quimiorreceptores,
aferencias simpaticas y nucleos del tallo cerebral, regula funciones cardiovasculares (y
respiratorias) que mantienen en equilibrio la presion arterial y por tanto, la perfusién
adecuada de los 6rganos.

Aunque cumple esta importante funcion reguladora, las descripciones de su histologia y
sus estructuras constituyentes, asi como de los cambios que sufre durante el
envejecimiento, son escasas y no revelan la verdadera dimension del barorreceptor en
estados de normalidad y en estados patoldgicos tales como la hipertension arterial y
accidentes cerebro vasculares.

Este trabajo describe las caracteristicas histologicas de la tunica media y adventicia del
seno carotideo con varias técnicas histoquimicas, asi como la densidad de las fibras
elasticas en la tunica media del seno carotideo en conejos comunes (Oryctolagus
cuniculus) de diferentes edades. Para esto se tomaron muestras del seno carotideo de
10 conejos (Oryctolagus cuniculus) de 7 semanas de edad, 10 de 104 semanas y 10 de
260 semanas.

En los resultados se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el grosor
de la tunica media del seno carotideo entre los diferentes grupos etareos.Las diferencias
en el grosor de la tunica adventicia entre los grupos de siete y 104 semanas son
significativas (p=0,114) pero no con el de 260 semanas(p=0,45). Respecto de la
densidad de las fibras elasticas de la tunica media, aunque no se encontré diferencia
significativa, se puede observar que la diferencia que existe se debe tanto a una
disminucion en el numero de fibras elasticas, ala disminucion en el grosor de las fibras y
al aumento de grosor de la tunica media.

Dichos hallazgos deben servir como referente para futuros estudios en humanos sobre la
participacion de los barorreceptores en condiciones normales y patoldgicas.

Palabras Clave: seno carotideo, barorreceptor, conejos (Oryctolagus cuniculus), tinica
media, tunica adventicia, densidad de fibras elasticas
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Abstract

Carotid sinus is a baroreceptor which is located at the first millimeters of the internal
carotid artery when is originated from de common carotid artery; it plays a role in the
reflex generation which regulates together with another baroreceptors , sympathetic
afferents and brain stem nuclei, cardiovascular (and respiratory) in order to maintain
arterial pressure equilibrium and perfusion to the organs. Although it fulfills this important
regulatory role, descriptions of their histology and its constituent structures, as well as
changes that suffers during aging, are scarce and do not reveal the true extent of the
Baroreceptor in States of normal and pathological conditions such as high blood pressure
and strokes.This work describes the histological characteristics of adventitia and tunica
media with several technical Histochemical carotid sinus, as well as the density of elastic
fibers in the tunica media of common rabbit carotid sinus (Oryctolagus cuniculus) of
different ages. For this, 10 rabbits carotid sinus samples were taken (Oryctolagus
cuniculus) of 7 weeks of age, 10 of 104 weeks and 10 of 260 weeks.

Results showed significant differences in the tunica media thickness of the carotid sinus
between age groups, significant differences in the tunica adventitia thickness between
seven weeks old and 104 weeks old groups (p=0,114), but not compared with 260 weeks
old group (p=0,45). With respect to the density of elastic fibers in the tunica media,
although no significant difference was found, you can see the difference that exists is due
both to a decrease in the number of elastic fibers, to the decrease in the thickness of the
fibers and the increase of thickness of the tunica media.Such findings should serve as a
benchmark for future studies on the participation of the baroreceptors in normal and
pathological conditions in humans.

Key Words: Carotidsinus, baroreceptor, rabbits(Oryctolagus cuniculus), tinica media,
tunica adventitia, elasticfibers density
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1.Justificacién

Aunque el seno carotideo cumple una funcién reguladora muy importante en la fisiologia
del sistema cardiovascular, especificamente en la regulacién de la presion arterial y la
frecuencia cardiaca, las descripciones morfolégicas que se encuentran en la literatura
cientifica de los constituyentes del seno carotideo y su histologia, son escasas y no
revelan la verdadera dimensién del barorreceptor en estados de normalidad, ni de los
cambios que presenta con el envejecimiento y en estados patoldgicos tales como la
hipertension arterial y accidentes cerebro vasculares. Por esta razén, con este trabajo se
quiere hacer una descripcién de las caracteristicas histoldgicas de la tunica media y

adventicia del seno carotideo y los cambios que se presentan con el envejecimiento.






2.0Dbjetivos

2.1 Objetivo General

Hacer una descripcion histoquimica del seno carotideo y sus cambios por envejecimiento

en Oryctolagus cuniculus

2.2. Objetivos Especificos

e Describir y comparar el grosor de la tunica media del seno carotideo y sus cambios

con el envejecimiento

e Describir y comparar el grosor de la tunica adventicia del seno carotideo y sus

cambios con el envejecimiento

e Comparar el grosor total del vaso y describir los cambios que se presenten con el

envejecimiento.

e Hallar la densidad de fibras elasticas que componen la tinica media del seno

carotideo y describir los cambios que se presenten con el envejecimiento.






3.Marco tedrico

3.1 Definiciéon

El seno carotideo es un barorreceptor que morfolégicamente corresponde a una
dilatacion de la arteria carotida interna en el sitio de su origen a partir de la arteria
carotida comun (Davos y Cols., 2002). El seno carotideo esta conformado por endotelio,
fibras elasticas, leiomiocitos, fibras nerviosas, todos estos elementos sensibles a la
deformacion por cambios de presion dentro del vaso, por tanto, barorreceptoras, que se
localizan en las tunicas media y adventicia de la bifurcacion de la carétida comun en
carétida interna y externa (Rees, 1970). Frecuentemente es facil observar pequenos
fasciculos de fibras nerviosas que estan en contacto con las fibras elasticas de la pared
del vaso (Doberentz y Cols., 2012).Funcionalmente, Toorop lo define como un pequefio
organo localizado en la porcién proximal de la arteria carotida interna que aporta la
principal contribucién para la regulacion de la frecuencia cardiaca y la presién arterial
(Toorop y Cols., 2010). Para este trabajo se consideraran las estructuras que forman
parte de la pared vascular en la zona del seno carotideo como parte del barorreceptor,
esto es la constitucidon de las tunicas intima, media y adventicia, ya que se ha
demostrado que el barorreflejo estd mediado por componentes mecanicos, por la
transduccién de la presidén en el estiramiento de la pared del vaso, y por componentes
neurales que se evidencian con la respuesta muscular que modifica el diametro de la
arteria (Studinger y Cols., 2003).

3.2 El seno carotideo a través de la historia

Antes de la descripciéon del seno carotideo, y su inervacioén, se describid la presencia del
cuerpo carotideo y su inervacién. Ya desde el siglo XVIII, cuando Cyon y Ludwing
hallaron un nervio que se extendia a cada lado del cuello hacia el corazén en 1865,

nervio que fue llamado el nervio depresor (Nonidez, 1940; Davos y Cols., 2002)sin
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embargo, hasta mediados del siglo XIX los experimentos de los hermanos Weber y
Henle, estimulando eléctricamente el nervio vago, fueron considerados los primeros
estudios de una linea de investigacion sobre la regién cardio-adrtico-carotidea(De Castro,
2009). A partir de este momento se realizaron varios estudios de caracter funcional.
Fueron Pagano y Siciliano en el afio 1900, los primeros en proponer la ubicacion del
inicio del barorreflejo en la region carotidea, postulado ignorado durante cincuenta afios
en los cuales la propuesta de Francois-Franck en 1876-1878, que decia que el inicio del
reflejo se localizaba en el tallo cerebral, se mantuvo como verdadera(De Castro,
2009).Entre los afios 1923 y 1927 Hering demostré que al aumentar la presion dentro del
seno carotideo produce por via refleja, un descenso de la presién sanguinea general
acompafiada de bradicardia (Nonidez, 1940) y mostré que las fibras del nervio
responsable estan en el seno carotideo y en la bifurcacion de la arteria carétida; junto
con Heincrich Hering , su hijo, demostraron que el estimulo eléctrico o mecanico sobre el
seno carotideo desencadena un reflejo que produce bradicardia e hipotension arterial,
denominandolo el “reflejo del seno” (Nonidez,1940; Davos y Cols.,2002; De Castro,
2009). Paralelamente, Heymans padre e hijo, afios 1925-1927 hicieron experimentos y
llegaron a la conclusién que la bradicardia hipertensiva es un mecanismo reflejo,
independiente de estructuras centrales del sistema nervioso, contrario a lo que habia

propuesto Francois-Franck (De Castro, 2009).

Estos primeros acercamientos fueron de ubicacion anatomica y funcionales, pero,
cuando y quién comenzo a hacer descripciones morfolégicas microscépicas del seno
carotideo? A lo largo de la historia se han hecho algunas descripciones morfolégicas del
seno carotideo y su inervacion, por lo cual es necesario remontarse a quién lo descubrio
y lo describié por primera vez de una manera detallada. Hacia 1921 Fernando de Castro,
neurohistdlogo espafol discipulo de Santiago Ramén y Cajal, hizo sus primeras
descripciones de la region aorto-carotidea y en 1925 realizé unas preparaciones
aplicando el método de impregnacion en plata utilizado por Cajal, después de una
perfecta preservacion de las estructuras; de este trabajo se publicaron las primeras
microfotografias del seno carotideo, en las cuales De Castro también mostré la rica
vascularizacién e inervacion del glomo carotideo (De Castro, 2009). En 1926 publicé un
detallado estudio sobre la regidon carotidea, utilizando animales como pequenos
roedores, gatos, perros, conejos y también en humanos, en esta describié que las fibras

nerviosas no formaban un plexo alrededor del glomo sino que se proyectaban hacia esta
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estructura provenientes del ganglio cervical superior y otras pocas del nervio
glosofaringeo, una rama que exclusivamente inerva el glomo carotideo (ya descrito por
Hering). En 1927 De Castro confirmé la existencia del seno carotideo en todas las
especies y edades en que realizé estudios(De Castro, 2009). Hacia mediados de los
afios veinte se hicieron los primeros acercamientos hacia la inervacion dada por el
sistema nervioso simpatico al cuerpo carotideo. En 1926 De Castro dio a conocer la
técnica, la cual él mismo describié como crucial, para poder observar las terminaciones
nerviosas que llegaban al seno y el cuerpo carotideo; asi describié ramas intracarotideas
del nervio glosofaringeo que inervaban exclusivamente el cuerpo carotideo, el cual
Hering ya habia descrito como el “nervio del seno” y su participacion en el “reflejo del
seno” hoy llamado el “barorreflejo”. Posteriormente en 1928, el mismo De Castro;
utilizando la reaccién del Azul de Metileno del método de Ehrlich y Bielschowsky en el
cual confirmé la existencia del seno carotideo y las caracteristicas de su inervacion asi
como su importancia fisiolégica como barorreceptor en especies como roedores, vacas,
micos y humanos, en diferentes edades, excepto en fetos humanos donde no encontro
evidencias macroscopicas del seno carotideo, siendo esta la primera descripcion
histologica del seno carotideo (GNDE, 2009). En 1930 Heymans demostrd la funcion

quimiorreceptora del cuerpo carotideo (Milei y Cols., 2009).
3.3 Embriologia

No se encuentran descripciones publicadas sobre el desarrollo embrioldgico del seno
carotideo, sin embargo, por su vecindad con el glomo carotideo asi como por la
inervacion que comparten(De Castro, 2009), se puede hacer un acercamiento estudiando
la embriologia del cuerpo carotideo. En humanos se estudio el patron de inervacion del
cuerpo carotideo en fetos y reportaron un fasciculo nervioso que llega al primordio del
cuerpo carotideo a las 10 semanas, seguido de otro a las 13 semanas, luego los dos
ramos forman un plexo alrededor del cuerpo carotideo con algunas fibras que llegan a la
region superficial del primordio del cuerpo carotideo. A las 19 semanas, han penetrado y
a las 23 semanas establecen sinapsis con las células del glomo (Hempleman y
Warburton, 2012). Kondo, en 1975 estudid el desarrollo embriolégico del cuerpo
carotideo en ratas y conejos, siendo muy similares, aunque un poco mas lento el proceso
en el conejo que en la rata. Hacia el dia 13.5 observd un engrosamiento de la pared de la

arteria correspondiente a un grupo de células indiferenciadas por fuera de la tunica
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media. Fibras nerviosas no mielinizadas terminaban muy cerca del area engrosada, estas
fibras nerviosas presentaban vesiculas claras y oscuras, pero no observé sinapsis
aparentes. Al dia catorce, las células indiferenciadas se diferenciaron en cuatro grupos:
células endoteliales, leiomiocitos inmaduros, células gldmicas; y otras seguian

indiferenciadas (Hempleman y Warburton, 2012).

3.4 Consideraciones anatomicas del barorreceptor en

humanos:

Las arterias carotidas primitivas son el comienzo del Sistema Carotideo. La arteria
cardtida primitiva derechase origina en el tronco braquiocefalico inmediatamente
posterior a la articulacion esternoclavicular derecha y todo su recorrido va por el cuello.
La arteria cardtida primitiva izquierda comienza en el térax como una rama directa del
cayado de la aorta y se dirige hacia arriba para entrar en el cuello cerca de la articulacion
esternoclavicular izquierda. Las dos suben por el cuello, laterales a la traquea y al
esofago (Drake, 2010). Las arterias carétidas comunes cuando pasan por el cuello van
acompafadas del nervio vago y la vena yugular interna, formando el paquete vasculo
nervioso del cuello, empacadas dentro de la vaina carotidea, va con un recorrido vertical
(Pré, 2012; Drake, 2010) Las carétidas comunes no dan ramas y en su porcion terminal,
a nivel del borde superior del cartilago tiroides y del borde inferior de la cuarta vértebra
cervical, origina la arteria carétida interna(lateral) y la arteria carétida externa(medial) que
son sus ramas terminales (Pro, 2012; Drake, 2010). La parte superior de cada carétida
comun y su bifurcacion en caroétida interna y externa se produce en el triangulo carotideo,
subdivision del triangulo anterior del cuello. Exactamente en la bifurcacion, se reconoce
un ensanchamiento que corresponde al seno carotideo (Pro, 2012), Gray hace énfasis en
que dicha dilatacién es entre el final de la carétida primitiva y el comienzo de la carétida
interna y que esta zona, que corresponde al seno carotideo esta inervado por fibras del
nervio glosofaringeo. En la bifurcacion se localiza también el cuerpo carotideo que esta

inervado por fibras del glosofaringeo y también del vago (Drake, 2010).

Los estudios realizados por Furukaura en cadaveres humanos, ubican anatdmicamente
el seno carotideo entre el borde inferior de C1 y el borde superior de C5, pero
principalmente a nivel de la vértebra C3, sin embargo se encuentra un 54% de asimetria

en este hallazgo (Furukaura y Cols., 2012; Furukaura y Cols., 2012).
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En un estudio macroscopico realizado por Tooropet al en 2009, hace una descripcion del
nervio del seno carotideo al que también se denomina con otros nombres, ya
mencionados algunos, como caroticus glossopharingei, nervio de Hering, nervio
intercarétideo, rama descendente del glosofaringeo o nervio de De Castro. En este
estudio realizado en cadaveres humanos, hace una descripcion macroscépica, tefiida
con acetilcolinesterasa, del nervio del seno carotideo como una ramificaciéon larga del
nervio glosofaringeo y que en todos los especimenes observaron un tronco separado
para el seno carotideo, que daba ramas para el seno carotideo, el cuerpo carotideo y en
un plexo intercarotideo; que antes se habian descrito como redes provenientes de ramas
del vago, el glosofaringeo e incluso del hipogloso (Toorop y cols., 2009). Asi mismo
describieron la terminacién del nervio del seno carotideo como multiples pequefias
ramificaciones penetrando la pared del seno carotideo o la bifurcacién de la carétida

comun.

3.5 Descripcidn anatomica de la carotida en oryctolagus

cuniculus

Se han realizado varias publicaciones sobre la morfologia del arbol carotideo en conejos,
demostrando amplia variabilidad, sobretodo en el origen de la arteria occipital. En la
region del cuello, Mazensky y cols describen el origen de la carétida interna a partir de la
divisién terminal de la carétida comuan, junto con la carétida externa en un 94% de los
especimenes estudiados y en un 6% encontraron que la carétida interna se origina en un
tronco comun con la arteria occipital(Mazensky y Cols., 2012). Lee y cols describieron
varios patrones de ramificacion del arbol carotideo: un origen lateral (tipo 1) y un origen
dorso medial (tipo Il); siendo mas comun el tipo | de ramificacion, ocurriendo en un 48,6%
de los especimenes estudiados; de esta grupo se subdividieron en IA cuando la arteria
occipital salia de la cardtida externa y en las subdivisiones IB y IC la arteria occipital
salen de la cardtida interna proximal o distal a su origen de la carétida comun
respectivamente (Lee y Cols., 1994). Eken y su equipo hacen una descripcion sobre la
relacion del cuerpo carotideo, el cual describen en estrecha relacion con la arteria
occipital en el conejo. La arteria occipital es, por lo general, rama directa de la arteria

carotida interna, antes de su bifurcacion (Eken y Cols., 2008).
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3.6 Caracteristicas histologicas del seno carotideo

En la literatura y los libros de histologia escasamente se menciona la existencia del seno
carotideo y su funcién barorreceptora, tampoco se hace una descripcién histologica que

permita al lector comprender como es la morfologia detallada del seno carotideo.

Welsch describe terminaciones nerviosas libres, cerca del cuerpo carotideo, en la pared
del seno carotideo y las considera mecanorreceptores que perciben la presion del vaso
(barorreceptores) derivadas del nervio glosofaringeo, en una zona de engrosamiento de
la pared de la caroétida, ubicadas especificamente en la adventicia del vaso, sin indicar la
localizacion exacta (Welsch,2008).Ni Genesser, ni Kierszenbaum lo mencionan en su
libro, Ross unicamente menciona que existen barorreceptores que detectan la presion
arterial y que estan localizados en el seno carotideo y en el arco aértico (Ross y Pawlina,
2011). Gartner describe el seno carotideo localizado en la adventicia de la arteria
cardtida interna, el cual recibe su inervaciéon del glosofaringeo y actua como
barorreceptor. Se menciona superficialmente el barorreflejo, describiendo que lleva
informacion al centro vasomotor y que finalmente genera una respuesta encaminada a

conservar la presion arterial dentro de valores normales (Gartner y Hiatt, 2011).

Es importante conocer la estructura y las tunicas que comprenden las paredes de los
vasos sanguineos para ubicar las estructuras nerviosas y las proporciones entre tunicas
que se describiran en este trabajo. La pared arterial esta constituida por las tunicas
intima, media y adventicia, las cuales tienen una particular arquitectura ligada a su
funcion. La tunica mas externa, la adventicia, esta constituida por un tejido conectivo
areolar laxo, con fibras de colageno, elasticas, con células tales como fibroblastos,
ocasionalmente macrofagos; alli también se localiza la vascularizacion, denominada
Vasa vasorum y nervios. El grosor de esta capa es variable, siendo menor en arterias
que en venas; de todos estos componentes se deriva su funcion mecanica. La adventicia
impide deformaciones del vaso cuando es sometido a un aumento de la presion
intravascular. Cabrera menciona en su articulo dentro de las funciones de la adventicia,
que ésta amortigua los efectos de pulsatilidad del vaso sobre los tejidos circundantes.
Estudios en hipertension mostraron que al aumentar la presion dentro del vaso, la
adventicia aumentaba su rigidez (Schulze-Bauer y Cols. 2002). Se ha demostrado que al
eliminar la adventicia se produce una reducciéon del diametro, contrario a lo que se

pensaria, si la adventicia contiene las paredes del vaso para que no se dilaten. Se
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disminuye la funcidon de conduccion y la funcion de amortiguacion de la pulsatilidad. El
control de la adventicia sobre estas propiedades, parece estar determinado por los nervi
vasorum y algunos factores liberados por las terminaciones nerviosas localizadas alli
(Cabrera, 2008).

La dilatacion que presenta la cardtida interna en la localizacion del seno, es
consecuencia de que, en ese punto especifico, la parte del vaso presenta menos
musculo y mas colageno comparado con la arteria carétida comun. Davos encontré un
74% de colageno en la pared de la carétida comun y en el sitio del seno carotideo un
86% (Davos y Cols., 2002). Las fibras del nervio de Hering (glosofaringeo)son pequenas,
mielinizadas y la mayoria terminan en la tunica adventicia del seno carotideo.Un estudio
realizado en gatos por Boss y H Green describe que dentro de la adventicia de la arteria
carétida se observan estructuras fibrosas que se continian con fibras mielinizadas que
salen de la pared de la arteria internandose dentro de troncos nerviosos pequefios en el
area de la arteria carétida comun. Cuando las fibras entran a la pared del vaso corren
longitudinalmente en la adventicia por distancias mayores a 0.3mm y luego siguen hacia
la media ramificandose (Boss y Green, 1956).En humanos, Tamura hace una
descripcién morfométrica del nervio del seno carotideo refiriendo la presencia de entre
6000 y 8000 fibras mielinizadas a 3cm por encima del seno. La densidad de las fibras
mielinizadas en un rango entre 11.1 y 18.9 /mm 2, sugiriendo que no hay cambios de la
densidad con la edad. El diametro de las fibras mielinizadas estuvo entre 2 y 14 um
(Tamura y Cols, 1988).Estudios con microscopia electronica, han mostrado fibras del

barorreceptor mielinizadas (Stevens y Cols., 1998).

Los estudios hechos por Rees(Rees, 1968) en conejos, han hecho una descripcion
histolégica de la composicion tisular de las paredes del arbol carotideo que merece
claramente detallarlo para los fines de este trabajo: Las arterias carétida interna, occipital
y faringea ascendente pueden ser clasificadas como musculares y la carétida externa y
la carétida comun como musculo-elasticas o de composicidon mixta. En las porciones de
la arteria cardtida descritas como musculares, por su textura y su composicion tisular, la
tunica media presenta claramente una lamina eldstica interna y una lamina elastica
externa bien definidas que delimitan la tunica media. Se describen otros vasos
denominados mixtos porque estan constituidos por la alternancia de membranas
elasticas con leiomiocitos, de dos células o mas de grosor. La tunica media del segmento

elastico de la arteria carétida (correspondiente al seno carotideo) estd compuesto por
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membranas elasticas alternando con capas individuales de leiomiocitos. En todas las
porciones de la arteria carotida, se observan las laminas elasticas internas y externas
bien definidas, como limites de la tunica media. Rees demostr6 en conejos, perros,
gatos, conejillos de indias y humanos; que la tunica media, en la pared del seno
carotideo, es mas delgada y mas elastica en su composicion que la tunica media de
cualquier otra porcién de la bifurcacion de la carétida. En estudios hechos con
microscopia optica con coloraciones de Van Giesson y Weigert para fibras elasticas, por
la relacion entre capas de fibras musculares y membranas elasticas (en conejos) la pared

del seno carotideo, se puede clasificar como elastica, al igual que la aorta (Rees, 1968).

Con microscopia electronica, en estudios realizados en conejos por Rees observd que
las relaciones de los componentes individuales de la pared del seno estan en
concordancia con las descripciones dadas arriba. La tunica intima de la pared del seno
carotideo (endotelio mas tejido subendotelial) corresponde a una décima del grosor de la
media. Cada lamina elastica de la tunica media del seno alterna con una capa de

leiomiocitos (Rees, 1968).

La tunica media de la pared del seno contiene variable nUmero de membranas elasticas y
alternando con membranas musculares simples. En la mayor parte de la tunica media
observaron 4-5 |laminas elasticas alternando con 3 capas musculares. En otras regiones,
habia entre 7-8 laminas elasticas alternando con mas de 4 capas de musculo liso. En
las areas de mayor delgadez solamente habia 2-3 laminas de elastina dentro de la media
y solo una o dos capas de musculo liso, siempre en disposicion circular. La adventicia del
seno, caracteristicamente su organizacion tisular presenta un alto contenido de células y
un bajo contenido de colageno, relacionado con otras porciones de la carétida. Los
fasciculos de colageno en el seno son mas pequefios que los que se encuentran en las
cercanias de la pared de la carétida (Rees, 1968). En la adventicia del seno carotideo se
encontraron células con miofilamentos, vesiculas en la superficie y otras caracteristicas
de células musculares lisas; estas células no se encontraron en ninguna otra parte de la
adventicia de la regién de la bifurcacién de la carétida. Estas células musculares lisas de
la adventicia estan dispersas y en numero variable alrededor de la circunferencia de la
pared vascular (Rees, 1968). Como las terminaciones nerviosas barorreceptores deben

ser estimuladas por la deformacion de la pared vascular, la sensibilidad de la respuesta
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del barorreflejo a los cambios de presion, dependen del acoplamiento de la pared de la
arteria o de su rigidez. Si la pared de la arteria se endurece disminuira la sensibilidad del
barorreceptor (Lavrova y Cols., 2005), por esta razén es importante describir la

composicion de toda la pared del vaso y las proporciones entre ellas.

En la literatura se encuentran algunas descripciones del barorreceptor, en diferentes
especies, como perros (Ruiz-Pesini y Cols., 1995), gatos (Boss y Green,1956), ratones
(Bock y Gorgas, 1976), conejos que describen algo sobre la morfologia del barorreceptor

y del area donde se localiza.

Hansen, J.T describe la region del seno carotideo diciendo que ocupa los milimetros
proximales de la arteria carétida interna, la cual se reconoce por la presencia de un plexo
capilar muy extenso en la adventicia que esta ausente en las arterias vecinas (como en la
carétida externa y en la carétida comun). En ratas se han hecho coloraciones con azul de
metileno demostrando una amplia ramificacién de nervios en la zona del barorreceptor.
Hansen, en un estudio de microscopia electronica, en ratas, describe que en las
terminaciones de las fibras del barorreceptor presentan dilataciones las cuales contienen

abundantes mitocondrias (Hansen, 1987).

Un analisis de la morfologia del seno carotideo realizado por Mc Donald con microscopia
electrénica en 39 ratas mostré que el nervio emerge del nervio glosofaringeo (IX par
craneano) 0.6 — 1.0 mm justo en el extremo distal del ganglio petroso. En 68% de los
casos, el nervio consiste en un fasciculo sencillo de axones. Cerca del polo rostral del
cuerpo carotideo, el nervio se divide en multiples fasciculos de axones y la mayoria de
fasciculos entran al cuerpo carotideo, mientras que otros se unen con nervios simpaticos
provenientes del nervio cervical superior; algunos de este ultimo grupo inervan la pared
del seno carotideo. Otros axones del barorreceptor alcanzan el seno carotideo
atravesando primero el cuerpo carotideo. Mc Donald encontré en sus estudios que el
nervio del seno carotideo tiene una longitud promedio de 2.0 + 0.13 mm y se observa de

forma eliptica en cortes transversales (McDonald, 1983; McDonald, 1983).

Igler y cols realizaron estudios histolégicos en perros, las muestras fijjadas en una
mezcla de glutaraldehido y formalina, tefiidas con hematoxilina-eosina y coloracion de
Movat; que el grosor de la intima, media y la relacién intima-media no encontraron

diferencias cuando el seno carotideo es expuesto por largo tiempo a una sustancia
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hipotensora, comparado con normotensos. Encontraron en sus estudios un aumento en
las células de Schwann y edema axonal; estos hallazgos se presentaron en los senos

carotideos tanto de los perros normales como de los hipotensos (Igler y Cols., 1981).

También con microscopia electrénica de la carétida comun, Pinto y cols describen en sus
estudios hechos en ratas, una intima delgada con una lamina elastica interna, la cual no
es continua; la tdnica media con 3-4 laminas elasticas, intercaladas con fibras
musculares lisas(Pinto y Cols., 1998). En la carétida interna, se ha descrito por
microscopia electrénica que la pared del seno carotideo tiene una mayor cantidad de
fibras elasticas y menor proporcion de fibras musculares lisas comparado con otros
vasos sanguineos vecinos a la bifurcacion de la arteria carétida. Estudios de microscopia
electronica en ratas también han demostrado que las terminales nerviosas del
barorreceptor estan situadas a lo largo del limite medio-adventicio y también en las
partes profundas de la adventicia de la pared del seno. Sin embargo, hay un
adelgazamiento de las capas media e intima del seno, en conejos; lo que justifica que el
barorreceptor esté localizado cerca del lumen del seno a pesar de su posiciéon en la
adventicia. Dichos hallazgos podrian explicarse porque la proximidad del barorreceptor al
torrente circulatorio favorece su estimulacion y ademas que la delgadez de la capa
media-intima sea considerada una adaptacion estructural para acelerar la iniciacion de
los impulsos del barorreceptor (Rees y Jepson, 1970). Asi también, y de importancia
clinica, la delgadez de esta zona es mas susceptible al desarrollo de aterosclerosis
(Heath, 1983).

Milei y colaboradores observaron, en cadaveres humanos que habian fallecido por
accidentes cerebrovasculares isquémicos, dafios en terminaciones nerviosas, en la parte
mas externa de la tunica media del barorreceptor (Milei y Cols., 2009). En el estudio
realizado por Riisager y Weddell en observaciones delas terminaciones nerviosas del
seno carotideo en personas entre 52 y 80 afios, encontraron un continuo cambio de

fibras nerviosas en la region del seno carotideo (Riisager y Weddell, 1962).
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3.7 Aspectos fisiolégicos y fisiopatolégicos del

barorreceptor: El barorreflejo

Los barorreceptores arteriales son terminaciones nerviosas mecanosensibles que inervan
la pared del seno carotideo y son estimuladas por deformaciones mecanicas durante el

estiramiento del vaso sanguineo (Labrova y Cols., 2005).

En 1923 Heinrich Ewald Hering hijo de Karl Ewald Constantine Heringdescubrié el reflejo
barorreceptor (Nonidez, 1940; Granger, 1998; Davos y Cols., 2002; Estafol y Cols.,
2011).Posteriormente Bronk y Stella describieron la relacién entre la frecuencia de
disparo del barorreceptor y la distension de la pared vascular (Granger, 1998). Después
de muchos experimentos, primero interesado en la induccion de bradicardia por el
masaje carotideo en seres humanos, previamente descrito por Czermak en 1865 vy
basado en este hallazgo clinico comienza a sospechar sobre la existencia de un mecano-
receptor en el seno carotideo que sensa la presidn arterial, conceptos que siguen
vigentes el dia de hoy (Estanol y Cols., 2011). Desde este momento ya se conocia la
importancia de la habilidad del seno carotideo de sensar la presion arterial (Seonga y
Cols., 2005; Milei y Cols., 2009). Sobre la funcién del seno carotideo, como dilatacion de
la pared de la arteria carétida interna, también se ha mencionado la posibilidad de que
sea para disminuir la velocidad del flujo sanguineo y asi también la pulsatilidad del flujo

para proteger la circulacion cerebral (Seonga y Cols., 2005).

El fisilogo Robert Kock, en 1932 investigando las caracteristicas de los barorreceptores
arteriales en perros, encontré que la estimulacion del barorreceptor no solo ayuda en la
regulacién de funciones cardiovasculares, sino que también, si el estimulo es prolongado,
genera un sueno profundo. Los Griegos ya habian hecho estas observaciones cuando
denominaron a la carteria carétida como “carotis” que significa suefio profundo. Otro
nombre que se le dio a la arteria carotida fue “arteria lethargica” por el efecto de calma

que producia, al hacer masaje sobre la region del seno carotideo (Rau y Elbert, 2001)

En 1972, Srinivasan y Nudelman describieron los componentes fisiolégicos del
barorreceptor donde plantean una relacion entre la presion dentro del seno, la pared del
vaso, el estiramiento de la pared del vaso, las estructuras alrededor del seno, el
estiramiento de la membrana (o estrés), la transduccién mecanica, la generaciéon de un

potencial, la neurona y la frecuencia de disparo (Srinivasan y Nudelman, 1972).
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Guyton y sus colaboradores dieron los ultimos aportes al estudio del barorreflejo en 1973
con un experimento en perros en el que demostraron que la denervacion de los
barorreceptores (seno carotideo y adértico) producia oscilaciones constantes de la presion
arterial y que estas oscilaciones se debian a que por la denervacion el barorreceptor no
tenia la capacidad de compensar los cambios de presion arterial (Estafiol y Cols., 2011;
Cowley y Cols., 1973 ).

El descubrimiento del barorreceptor ha sido de importancia fundamental en la
comprension del control de lapresion arterial y de la frecuencia cardiaca, contribuye al
control de lafrecuencia cardiaca (FC) y de la presion arterial (PA) a cortoy a largo plazo
(Malpas, 2010; Estanol y Cols., 2011); estabiliza en forma eficiente, alrededorde un
promedio, las fluctuaciones de la presion arterial enpocos segundos. Se clasifica como
un reflejo de retroalimentacion negativa de asa cerrada (Estanol y Cols., 2011). EI
barorreflejo es muy importante en el mantenimiento de la presion arterial, particularmente
durante los cambios ortostaticos (Milei y Cols, 2009), mediante un ajuste autondémico
(Helke y Seagard, 2004). También describen algunos, un efecto del barorreceptor sobre

funciones respiratorias (McMullan y Pilowsky, 2010).

La capacidad del sistema nervioso para controlar la presion arterial depende de la
informacion que proviene del receptor en el seno carotideo, los reportes coinciden en que
las fibras del nervio del seno carotideo se proyectan a varios nucleos de la porcion rostral
dentro del nucleo del tracto solitario (Helke y Seagard, 2004; Toorop y Cols., 2010).
Observaron por estudios marcados con peroxidasa de rabano un patron de distribucion
consistente, en el que las fibras del seno carotideo entran por la parte lateral de la
médula como parte de la raiz del nervio glosofaringeo. Alcanzan el tracto solitario del
mismo lado, rostral al obex y voltean caudalmente. Luego salen y se distribuyen en el
NTS adyacente. Se observaron distribuciones del nervio en los subnucleos intersticial,
dorsolateral y ventrolateral; mas caudalmente también se marcaron los subnucleos
medial y gelatinoso (Ruiz-Pesini y Cols., 1995; Toorop y Cols., 2010). La actividad
aferente del barorreceptor inhibe neuronas simpaticas vasomotoras preganglionares en
la médula espinal en una via multisinaptica y activa neuronas parasimpaticas eferente del

X par cranial (Helke y Seagard, 2004).

La porcion eferente del barorreflejo puede ejercer diferentes efectos sobre la funcion

cardiaca: un estimulo vagal genera una cardioinhibicién con disminucion de la frecuencia



Capitulo 3 19

cardiaca y disminucion de la conductividad. La actividad simpatica vasomotora lleva a
vasodilatacién arterial y venosa, con consecuente disminuciéon de la precarga y del
inotropismo cardiaco llevando a disminucién de la presion arterial, este es el efecto

vasodepresor (Toorop y Cols., 2010).

Los somas neuronales de las fibras nerviosas del barorreceptor fueron marcadas con
aglutinina de germen de trigo y peroxidasa de rabano por Ruiz-Pesini y los localizaron en
el Ganglio Cervical Superior y en el Ganglio Petroso, encontrando neuronas multipolares,
de mediano tamano(Ruiz-Pesini y Cols. 1995), también se reportan neuronas en el

ganglio nodoso (Helke y Seagard, 2004).

El barorreceptor carotideo se ha considerado desde hace muchos afios (Nonidez, 1940;
Salomon, 1958) el blanco de la hipertension arterial esencial en humanos (Bristow y
Cols., 1969; Trasher, 2005)varios autores apuntan la existencia de una disfuncion del
barorreceptor para el control de la PA a corto (Smyth y Cols., 1969; Fier, 2000)y largo
plazo (Trasher, 2005; Carrero y Cols., 2007).Ademas existen evidencias clinicas en
humanospor reseccion quirdrgica que demuestran que los barorreceptores también
jugarian un importante papel en el control de la PA a largo plazo (Pilowsky y Goodchild,
2002; Smit y Cols., 2002; Timmers, 2003).Se han descrito fibras A y fibras C inervando
el barorreceptor, las cuales presentan patrones diferentes de descarga que se relacionan
con la presion arterial con la que se activan, teniendo un umbral mucho mas alto las
fibras C que las fibras A. (Coleridge y Cols, 1987).

A pesar de la importancia del barorreceptor en la regulacion de la presion arterial
(Heusser, 2010)y en la génesis de la hipertension esencial (Sowers, 1987; Fier, 2000;
Honzikova, 2009) es poca la informacion que existe sobre la morfologia del seno

carotideo como barorreceptor.

Es claro que la hipertension arterial esencial se presenta durante el envejecimiento(Ong y
Cols., 2007; Yangfeng, 2008) y si el barorreceptor es el posible que esté involucrado en
la génesis de la hipertension arterial y otras enfermedades cardiovasculares, asi como
también esté relacionado con la ateroesclerosis y la diabetes (Toorop y Cols., 2010) es
importante conocer cudles son los cambios que presenta el barorreceptor con el

envejecimiento.



20 Descripcién histoquimica del seno carotideo y sus cambios por envejecimiento
en Oryctolagus cuniculus

Las alteraciones del barorreceptor podrian ser las causantes de la génesis de la
hipertension arterial esencial; se habla en muchos articulos sobre el reajuste del
barorreceptor, y en uno de ellos explican que una posible causa sea que la pared
vascular donde se encuentra localizado el barorreceptor se vuelve menos distensible y la
tension sobre el barorreceptor, a cualquier presion, se encuentra reducida (Andresen y
Cols., 1980). En pacientes alcohdlicos y diabéticos se ha encontrado una reduccion de la

densidad de fibras mielinizadas (Tamura y Cols., 1988).

Se han propuesto diferentes mecanismos de regulacién de la activacion del receptor: las
propiedades fibroelasticas de la pared del vaso, activaciéon de canales de sodio,
activacion de canales de potasio, accién local y endocrina de sustancias como
norepinefrina, prostaciclina, 6xido nitrico, radicales libres de oxigeno y sustancias

derivadas de las plaquetas.



4.Materiales y meétodos

4.1 Tipo de investigacion

Se realiz6 una investigacion experimental, analitica descriptiva.

4.2 Poblacion y muestra

El trabajo fue realizado enOryctolagus cuniculus, la poblacién fue de10 conejos
machos de 7 semanas y 10 conejos machos de 104 semanas y 10 conejos

machos 260 semanas

Obtencion de las Muestras:

30 bloques de parafina con cortes de cardétidas internas a la altura de la
bifurcacion carotidea provenientes de la bifurcacién de la carétida comun en
carotida interna y carétida externa, las cuales fueron procesadas en el laboratorio
de histotecnologia de la Universidad Nacional. Se solicitaron inicialmente cortes

de 5 ym de grosor y se colorearon con histoquimica de Hematoxilina y Eosina.

Seleccidn del Seno Carotideo: Con objetivo de 4x sobre las laminas de coloracion con
Hematoxilina y Eosina obtenidas se seleccionaron y establecieron los patrones de
organizacion histolégica vascular del seno carotideo: La ubicacion del cuerpo carotideo,
de los dos vasos adyacentes, se selecciond el mas delgado y con mayor cantidad de
fibras elasticas en su tunica media. La zona de este vaso, que tuviera un menor grosor se
identificd como el seno carotideo; una vez seleccionado cada uno de los cortes de seno

carotideo, los bloques respectivos se colorearon con Histotécnica especial.
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4.3 Técnica histologica

Se realizaron cortesen parafina transversales, a 5 micras de grosor (Heath, 1983).

Se hicieron coloraciones de Hematoxilina y Eosina (H&E) de rutina para hacer una
primera descripcion de las caracteristicas de las arterias, Van Gieson para fibras elastica,
coloracion argéntica y Bielschowsky para fibras nerviosas. Cada procedimiento

histoquimico como se describe a continuacion:

Coloracion con Hematoxilina y Eosina (H&E). Se utilizé para la descripcion general y
como referencia para las descripciones con las otras coloraciones: se utilizé la solucion
matriz de Hematoxilina de Mayer que consta de 50gr. de Alumbre de amonio, 1000mi
de Agua destilada, 1gr de Cristales de Hematoxilina, 0,2gr de Yodato de sodio, 1gr de
Acido citrico y 50gr de Hidrato de Cloral. Primero se disuelve el alumbre en el agua
destilada y se agregan los cristales de hematoxilina, cuando esté completamente
disuelto, se agrega yodato de sodio y se revuelve durante 10minutos. Se agrega el acido
citrico, se revuelve por 10 minutos, se agrega hidrato de cloral y se revuelve hasta que se
disuelva completamente; quedando una solucion de color vino oscuro. Para contrastar se
utilizdé una solucidon de eosina-floxina, preparada con 100ml de solucion de eosina, 10ml

desolucién de floxina, 780ml de etanol al 95% y 4ml de acido acético glacial.
Procedimiento:

Desparafinar e hidratar las laminas

Tenir con solucion de Hematoxilina de Meyer por 15 minutos
Lavar con agua corriente, apenas tibia, por 15 minutos
Dejar en agua destilada

Poner en etanol al 80% por 5 minutos

Contrastar en solucion de eosina-floxina por 2 minutos

N o gk~ 0D~

Deshidratar y aclarar con dos cambios, cada cambio consta de etanol al 95%, etanol
absoluto y xilol, por 2minutos cada uno.
8. Montar
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Método de Bielschowski para Fibras Nerviosas (AFIP, 1995):

Utilizado para observar fibras nerviosas: se utilizd solucién de nitrato de plata al 20%,
hidréxido de amonio concentrado, solucion de hidroxido de amonio al 1%, solucién de
formalina al 10% sin estabilizar, acido nitrico concentrado, acido citrico, solucion

desarrolladora (Tiosulfato de Sodio al 5%).

Procedimiento:

-_—

Desparafininar e hidratar hasta llegar al agua destilada

2. Colocar en solucion de nitrato de plata al 20% previamente calentada a 37° C por 45
minutos.

Tedir a 37° C por 15 minutos

Agregar la solucién de nitrato de plata al 20%,

Colocar las laminas en agua destilada.

o o kM w

A la solucién de nitrato de plata en el frasco se agregé 6.0 ml de hidroxido de

amonio concentrado.

7. Aclarar la plata hasta que se puso negra, afiadiendo gota a gota 1 ml de hidréxido
de amonio concentrado y se dejo en reposo lejos de la luz por 30 minutos

8. Agregar plata amoniacal en las laminas y se dej6é por 15 minutos en un hornoa 37° C

9. Agregar y retiré rapidamente la solucion de hidréxido de amonio al 1%

10. Agregar 25 gotas de la solucion desarrolladora y se pusieron las laminas en esta
solucion por 8 minutos

11. Enjuagar rapidamente con la solucion de hidroxido de amonio al 1%

12. Agregar y retir6 rapidamente la solucion de tiosulfato de sodio al 5%.

13. Enjuagar en 3 cambios de agua destilada, 5 minutos c/u.

14. Deshidratar y aclarar a través de etanol al 96%, etanol absoluto, y xileno 2 cambios

¢/u por 2 minutos c/u.

15. Montar en un medio resinoso

Método de Van Gieson para Fibras Elasticas (AFIP, 1995):

1. Desparafinar e hidratar hasta llegar al agua destilada.

2. Tefir con la solucion colorante diaria de fibras elasticas de Verhoeff durante
15 minutos.

3. Lavar con agua tibia corriente durante 20 minutos.
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Colocar en agua destilada.

Verter y retirar rdpidamente la solucion de cloruro férrico al 2%.
Verter y retirar rapidamente la solucién de tiosulfato de sodio al 5%
Lavar con agua destilada

Contrastar con la solucién de Van Gieson durante 6 minutos.

© © N o o A

. Deshidratar rapidamente con etanol al 96%, alcohol absoluto y aclarar con xileno 2
veces cada uno

10. Montar en un medio resinoso.

Procedimiento De Coloracion De Reticulo (AFIP, 1995):
Antes de iniciar el procedimiento, se lavdé muy bien toda la vidrieria que se utilizd

con solucion sulfocromica y agua destilada

1. Desparafinar e hidratar hasta llegar a agua destilada

2. Oxidar con acido peryddico al 0.5 % por 10 minutos

3. Lavar con agua destilada

4. Colocar las laminas en la solucion de trabajo de plata metenamina en un
horno a 60 ° C por una hora

5. Lavar con agua destilada

6. Vierta y retire rapidamente la solucion de cloruro de oro

7. Vierta y retire rapidamente la solucion de tiosulfato de sodio al 5 %

8. Lavar con agua destilada

9. Deshidratar rapidamente con etanol al 96%, alcohol absoluto y aclarar con

xileno 2 veces cada uno

4.4. Analisis morfométrico

Una vez coloreadas las laminas de los grupos experimentales, se visualizaron con
microscopio optico Olympus BX43. Este microscopio tiene camara digital incorporada
DP21, U-CMAD3, T7 (Tokyo, Japan) con software de imagenes digitales Olympus Cell
Sens®; con el cual se tomaron las medidas y fueron adquiridas las imagenes

histoldgicas.
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Para cada histoquimica se visualizaron las laminas con objetivos de 4x para medicién del
grosor de las tunicas media y adventicia del seno carotideo; en cada descripcidon
morfométrica, se consideraron los siguientes parametros histolégicos: Grosor de la
tunica media, Grosor de la tunica adventicia, Grosor total de la pared de la pared de la

arteria.

Para la visualizacién y el conteo de fibras elasticas de la tunica media del seno carotideo,
se considerd unicamente la histoquimica de Van Gieson especifica para fibras elasticas

(Fotografia 1). El conteo de fibras se llevé a cabo en objetivo de 40x.

Fotografia 1. 40x. Histoquimica de Van Gieson para fibras elasticas. Corte transversal

de la pared del seno carotideo, de conejo 7 semanas. Fuente: Tomada por autor

Para tomar las medidas del grosor de la tunica media y adventicia, se dividio en
cuadrantes la arteria cardétida interna, como lo plantea Blomgren (Blomgren y
Gokturk. 2008) se tomaron medidas en cada cuadrante, con cada histoquimica.
Los cuadrantes fueron enumerados con numeros arabigos del 1 al 4, teniendo en
cuenta, que el cuadrante 1, siempre sera aquel que esté relacionado en mayor
proporcién con el cuerpo carotideo, y de ahi en adelante, se contaran en el

sentido de las manecillas del reloj (Fotografia 2). Los datos obtenidos de grosor y
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numero de fibras elasticas por cuadrante de cada grupo etareo fueron sumados y

promediados; sobre estos promedios se desarroll6 el analisis estadistico.

Fotografia 2.Corte transversal, arteria carétida interna, en la region del seno carotideo,
con histoquimica de H&E, en aumento de 4X. a. Conejo de 7 semanas y b. Conejo de
104 semanas. Dividida en cuadrantes (lineas verdes), enumerados como 1, 2, 3 y 4,
segun la localizacion del cuerpo carotideo (sefalado con la flecha negra) y siguiendo el
sentido de las manecillas del reloj (sefialada por la flecha azul curva). Fuente: Tomada

por el autor.
4.5 Andlisis estadistico

Para poder hacer una comparacion entre los grosores de las tunicas medidas, asi
comolas densidades de fibras elasticas por grupo etareo, se aplicd el Test estadistico no

paramétrico de Wilcoxon. El cual dictamina diferencias significativas cuando p=<0,1

4.6 Consideraciones éticas

Este trabajo no tiene complicaciones de tipo ético, puesto que los especimenes
utilizados para extraer las muestras de carétidas, fueron conejos sacrificados para

consumo.



5.Resultados

La histoquimica de H&E, fue la coloracién de referencia para ubicar el seno carotideo
objeto del estudio en los grupos experimentales; de manera constante se demostro
entonces con esta coloracién la presencia del cuerpo carotideo como estructura de
referencia para la ubicacion del seno carotideo, siendo esta relaciéon asi: cuerpo
carotideo redondeado, bien delimitado, con gran celularidad, al lado de la arteria carétida
interna a la altura del seno carotideo asi: una tunica intima,con endotelio claramente
visible y su lamina elastica interna asociada; en él, la tunica media con alternancia de
fibras elasticas y leiomiocitos, asimétrica en grosor, delimitada en su parte externa por
una lamina elastica externa, continuandose con una tunica adventicia conformada por

tejido conectivo denso irregular, como se observa en la Fotografia3.

Fotografia 3. 4X, H&E. Arteria carétida interna a la altura del seno carotideo. Nétese la
asimetria en el grosor de la tunica media y su relacion con el cuerpo carotideo en conejo

de 104 semanas de edad.
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5.1 Grosor de la Tunica Media en Conejos de 7 semanas

Tabla 1. Grosor (um)Tunica Media En Conejos De Siete Semanas
VAN
H&E GIESON | ARGENTICA [BIELSCHOWSKY
CUADRANTE
1 22 18,92 23,1 17,17
2 25,52 23,76 28,22 20,68
3 25,97 20,45 22,27 27,11
4 25,08 21,12 22,82 20,68
PROMEDIO 24,6425 21,0625 24,1025 21,41

Fuente: Datos obtenidos directamente por el autor.

Tabla 1.Valores promedio grosor por cuadrantes 1,2,3 y 4 en la tunica media del seno
carotideo en conejos de siete semanas (n=10), y promedio total de los cuadrantes con

diferentes histoquimicas

Fotografia 4. Se observan los cuadrantes y puntos de medicion de la tinica media y
adventicia del seno carotideo con histoquimica de a. H&E b. Argéntica c. Van Gieson d.

Bielschowsky en conejos de 7 semanas. Fuente: el autor.
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5.2 Grosor de la Tunica Media en conejos de 2 afos

Tabla 2. Grosor (um)Tuanica Media En Conejos De 104 semanas
H&E \éIA\ENSON ARGENTICABIELSCHOWSKY;

CUADRANTE

1 34,19 21,12 29,2 30,11

2 45,27 36,08 42,32 39,63

3 30,31 22,31 35,17 22,24

4 36,46 29,04 44,00 33,47

PROMEDIO 36,5575 27,1375 37,6725 31,3625

Fuente: Datos tomados directamente por el autor

Tabla 2. Valores promedio grosor por cuadrantes 1,2,3 y 4 en la tunica media del seno

carotideo en conejos de 104 semanas (n=10), y promedio total de los cuadrantes con

diferentes histoquimicas

Fotografia 5.Se observan los cuadrantes y puntos de medicién de la tunica media y
adventicia del seno carotideo con histoquimica de a. H&E b. Argéntica c. Van Gieson

d. Bielschowsky en conejos de 104 semanas. Fuente: el autor
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5.3 Grosor de la Tunica Media en conejos de 5 afios

Tabla 3. Grosor (um)Tunica Media En Conejos De 260 semanas

H&E VAN ARGENTICA  BIELSCHOWSKY
GIESON
CUADRANTE
1 15,12 10,74 13,78 27,94
2 33,75 32,88 32,12 27,72
3 36,2 33 34,79 28,6
4 29,65 30,8 36,4 38,18
PROMEDIO 28,68 26,855 29,2725 30,61

Fuente: Datos tomados directamente por el autor

Tabla 3. Valores promedio grosor por cuadrantes 1,2,3 y 4 en la tunica media del
seno carotideo en conejos de 260 semanas (n=10), y promedio total de los

cuadrantes con diferentes histoquimicas

Fotografia 6. Se observan los cuadrantes y puntos de medicion de la tunica

media y adventicia del seno carotideo con histoquimica de a. H&E b. Argéntica
c. Van Gieson d. Bielschowsky en conejos de 260 semanas. Fuente: el autor.
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5.4 Grosor de la Tunica Adventicia en Conejos de 7

semanas

Tabla 4. Grosor (um)Tunica Adventicia En Conejos De Siete Semanas
H&E VAN GIESON ARGENTICA BIELSCHOWSKY

CUADRANTE
1 49,72 34,76 32,5 37,4
2 22,44 17,21 35,99 37,84
3 28,4 25,97 28,38 32,91
4 21,56 27,72 41,59 28,6
PROMEDIO 30,53 26,415 34,615 34,1875

Fuente: Datos tomados directamente por el autor

Tabla 4. Valores promedio grosor por cuadrantes 1,2,3 y 4 en la tunica adventicia del
seno carotideo en conejos de siete semanas (n=10), y promedio total de los cuadrantes

con diferentes histoquimicas

5.5 Grosor de la Tanica Adventicia en Conejos de 104

semanas

Tabla 5.Grosor (um)Tunica Adventicia En Conejos De 104 Semanas

H&E VAN ARGENTICA  BIELSCHOWSKY
GIESON
CUADRANTE
1 18,19 51,04 40,4 35,63
2 39,58 40,48 40,59 48,05
3 50,24 26,84 27,9 59,14
4 33,82 51,04 36,08 26,4
PROMEDIO 35,4575 42,35 36,2425 42,305

Fuente: Datos tomados directamente por el autor

Tabla 5. Valores promedio grosor por cuadrantes 1,2,3 y 4 en la tunica adventicia del
seno carotideo en conejos de 104 semanas (n=10), y promedio total de los cuadrantes

con diferentes histoquimicas
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5.6 Grosor de la Tunica Adventicia en Conejos de 260

Semanas

Tabla 6. Grosor (um)Tunica Adventicia En Conejos De 260 Semanas

H&E VAN ARGENTICA  BIELSCHOWSKY
GIESON
CUADRANTE
1 28,7 29,41 23,95 37,89
2 39,68 40,08 20,62 24,97
3 42,17 40,35 42,77 33,73
4 30,14 59,17 40,48 26,96
PROMEDIO 35,1725 42,2525 31,955 30,8875

Fuente: Datos tomados directamente por el autor

Tabla 6. Valores promedio grosor por cuadrantes 1,2,3 y 4 en la tunica adventicia del
seno carotideo en conejos de 260 semanas (n=10), y promedio total de los cuadrantes
con diferentes histoquimicas

5.7 Comparacion Grosores Tunicas Medias por grupos
de edad

Coloracién H&E Van Gieson Argéntica Bielschowsky
Grosor Promedio 7 semanas 24,6425 21,0625 21,195 21,41
104 36,5575 27,1375 37,6725 31,3625
semanas

Tabla 7. Valores del grosor promedio de los cuatro cuadrantes en tunica media del seno
carotideo. Valor test Wilcoxon P=0,028 (p<0,125)
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Coloracion H&E Van Gieson  Argéntica Bielschowsky
Grosor Promedio 7 semanas 24,6425 21,0625 21,195 21,41
260 28,680 26,855 34,437 30,61
semanas

Tabla 8. Valores del grosor promedio de los cuatro cuadrantes en tunica media del seno
carotideo. Valor test Wilcoxon P=0,028 (p<0,125)

5.8 Comparacion de los Grosores de las Tuanicas

Adventicias por grupos de edad

Coloracion H&E Van Gieson Argéntica Bielschowsky
Grosor Promedio 7 semanas 30,53 26,415 34,1875 37,3375
104 35,4575 42,35 36,2425 42,305
semanas

Tabla 9. Valores del grosor promedio de los cuatro cuadrantes en tunica media del seno
carotideo. Valor test Wilcoxon P=0,114 (p<0,125)

Coloracioén H&E  Van Gieson Argéntica Bielschowsky
Grosor Promedio 7 semanas 30,53 26,415 34,1875 37,3375
260 35,17 42 2525 34,6233 30,888
semanas

Tabla 10. Valores del grosor promedio de los cuatro cuadrantes en tunica media del
seno carotideo. Valor test Wilcoxon P=0,45 (p<0,125)
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5.9 Comparacion Grosor Total de la Pared del Seno

Carotideo y los cambios con la edad.

Tabla 11. Comparacion Grosor Total Promedio de la Pared del Seno Carotideo
por grupos de edad.
Grosor Pared del Seno 7 104 7 260

Carotideo semanas semanas semanas semanas

H&E 55,173 72,015 55,173 63,853

Van Gieson 47,478 69,488 47,478 69,108

Argéntica 57,946 73,915 57,946 61,228

Bielschowsky 55,598 73,668 55,598 61,498

Test de Wilcoxon p= 0,02857 p=0,02857

Fuente: Datos tomados directamente por el autor

Tabla 11. Grosor total promedio de los cuatro cuadrantes de la pared del seno

carotideo y los cambios con la edad.

5.10 Densidad de Fibras Elasticas

Tabla 12. Densidad de Fibras Elasticas en Tunica Media del Seno
Carotideo por Edades

C De D De D
o) nsi e nsi e
n da ns da ns
ej d id d id
o) 7s a 7s a
e d e d
m 1 m 2
an 0 an 6
as 4 as 0
se se
m m
a a
n n
as as
1 0, 0, 0, 0,
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23 2 23 3

6 7

2 0, 0, 0, 0,

24 1 24 0

5 9

3 0, 0, 0, 0,

23 2 23 1

0 5

4 0, 0, 0, 0,

20 1 20 1

6 3

5 0, 0, 0, 0,

26 2 26 4

4 4

6 0, 0, 0, 0,

29 1 29 1

9 6

7 0, 0, 0, 0,

29 2 29 1

7 1

8 0, 0, 0, 0,

19 2 19 1

1 4

9 0, 0, 0, 0,

26 2 26 1

4 1

1 0, 0, 0, 0,

0 44 1 44 2

4 2

W P=0,9698 P=0,9698

ilc
o
X
o]
n

Fuente: Datos tomados directamente por el autor

Tabla 12. En la tabla se muestra la densidad de fibras elasticas en la tinica media del
seno carotideo la cual fue obtenida dividiendo el numero promedio de fibras elasticas por

el grosor (en micras) de la tunica media del seno carotideo.




6.Cronograma de actividades

ACTIVI

jul-11 ago-11 sep-11 oct-11 nov-11 dic-11

SEMANA

Busqueda de
Material
Bibliografico

Envio de Material
para corte y
coloracion

Estandarizacion de
Técnica
Microscépica

Revisar calidad del
Material

Reenvio de
Material
defectuoso para
reposiciéon

Visualizacion de
Placas e
Histomorfometria

Toma de
Fotografias

Analisis
estadisticos de
datos
histomorfométricos
obtenidos

Preparacion del
Documento
Definitivo
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AC D ene-12 feb-12 mar-12 abr-12 may-12 jun-12
SEMANA 2|3 234 2|34 2|34 2|34 2|34
Busqueda de

Material Bibliografico

Envio de Material
para corte y
coloracion

Estandarizacion de
Técnica
Microscopica

Revisar calidad del
Material

Reenvio de Material
defectuoso para
reposicion

Visualizacién de
Placas e
Histomorfometria

Toma de Fotografias

Analisis estadisticos
de datos
histomorfométricos

obtenidos

Preparacion del
Documento

Definitivo _
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AC AD jul-12 ago-12 sep-12 oct-12 nov-12 dic-12
SEMANA 1/2|13[4(1]2|3[4|1|2|3]|4(1]2|3|4(1]|2|3|4]|1]|2|3]|4
Busqueda de

Material Bibliografico
Envio de Material
para corte y
coloracion
Estandarizacion de
Técnica
Microscopica
Revisar calidad del
Material
Reenvio de Material
defectuoso para
reposicion
Visualizacion de
Placas e
Histomorfometria
Toma de Fotografias
Analisis estadisticos
de datos
histomorfométricos

obtenidos

Preparacion del
Documento
Definitivo

Entrega del
Documento
Definitivo




7.Discusion y Conclusiones

En este trabajo de grado la coloracidon histoquimica con H&E, permitid
establecer caracteristicas histologicas del seno carotideo en la carédtida
interna como reporta también Rees y Jepson (1970), esto es; por su relacién
con el cuerpo carotideo y su asimetria en el grosor de la tunica media (Ver
Fotografia 3). Con este criterio en todas las histoquimicas derivadas de todos
los grupos etareos, se pudo asegurar la certera localizacion del seno
carotideo resaltando con Van Gieson la tunica media,porque se pudo
diferenciar muy bien la lamina elastica interna y la lamina elastica externa; con
coloracién argéntica el limite entre la tunica media y la adventicia, asi como el
limite externo de la adventicia (Fotografia 3). Con Bielschowsky entre tanto
fue dificil encontrar limites precisos de la tunica media y mas aun, el limite
externo de la tunica adventicia, ya que es una coloracion configurada para
resaltar fibras nerviosas (Afip, 1995).Si bien hay valores oscilantes de grosor
de tunica media de seno carotideo con cada histoquimica como H&E, Van
Gieson, Argentica y Bielschowsky (Ver tabla 1,2,3) porque las mediciones
cursan con dificultades técnicas, que van desde la histotécnica hasta la
subjetividad del observador, llama la atencién que con todas las histoquimicas
los grosores oscilan entre 21 y 25 micras para conejos de 7 semanas (Tabla
1 - Gréfica 1); entre 27 y 37 micras para conejos de 104 semanas (Tabla 2-
Grafica 2) y entre 26 y 34 micras para conejos de 260 semanas (Tabla 3 -
Grafica 3). Con estos atenuantes resaltamos como los grosores de las
tunicas medias del seno carotideooscilan, promediando todas las
histoquimicas alrededor de 22 micras en los conejos de 7 semanas (Tabla 1)

33 micras en conejos de 104 semanas (Tabla 2) y 30 micras en conejos de
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260 semanas (Ver tabla 3)hallazgos que son estadisticamente significativos al
test de Wilcoxon, (p=0,028) (Tabla 7 y 8), lo cual concuerda con la literatura
reportado por Labrova y Col (2005) quienes “in vivo” por hallazgos con
ultrasonido demuestran en carétidas humanas un aumento de grosor de la

tunica media con la edad.
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Grafica 3. Grosor (pm) de la Tunica Media del Seno
Carotideo en Conejos de 260 semanas
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26 B Grosor de la Tunica Media
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24 Conejos de 5 Anos

Con respecto al grosor de la tunica adventicia del seno carotideo también estas
cursaron con valores disimiles para cada histoquimica como fue H&E, Van
Gieson, Argentica y Bielschowsky (Tablas 4,5 y 6) porque las mediciones
cursaron incluso con mas dificultades técnicas comparado con las mediciones de
la tunica media, dado que los tejidos conectivos que le constituyen son mas
susceptibles de alteracion histotecnica lo cual incrementa la subjetividad del
observador; aun asi, con todas las histoquimicas los grosores oscilaron entre 26
y 37 micras para conejos de 7 semanas (Tabla 4 - Gréficad); entre 35 y 42
micras para conejos de 104 semanas (Tabla 5- Graficab) y entre 30 y 42 micras
para conejos de 260 semanas (Tabla 6 - Grafica6). Con estas dificultades,
resaltamos como los grosores de las tunicas adventicias del seno carotideo
oscilaron, promediando todas las histoquimicas, alrededor de 32 micras en los
conejos de 7 semanas (Tabla 4) 39 micras en conejos de 104 semanas (Tabla 5)
y 36 micras en conejos de 260 semanas (Tabla 6), hallazgos que fueron
estadisticamente significativos al test de Wilcoxon, entre conejos de 7 semanas y
104 semanas (p=0,114) (Tabla 9); no siendo significativo al comparar grosor de
adventicias de senos carotideo entre conejos de 7 semanas y 260

semanas(Tabla 10). Se adjudica esta divergencia en la significancia estadistica a
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la alta variabilidad de la tunica adventicia, concordando con lo expuesto por
Cabrera F (2008), quien describe desde casi porcentaje minimo en adventicia en

arterias cerebrales hasta 60-70 % en venas de mediano y gran calibre.

Grafica 4. Grosor (um) Tunica Adventicia Seno Carotideo
Conejos de Siete Semanas
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Grafica 5. Grosor (um) de la Tunica Adventicia del Senc
Carotideoen Conejos de 104 semanas
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Grafica 6. Grosor (um)Tunica Adventicia del
Seno Carotideo en Conejos de 260 semanas
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Con la histoquimica de Van Gieson para fibras elasticas (Voerhoef-Van Gieson) bajo la
observacion directa al microscopio 6ptico, con aumento de 40X, como se observa en
Fotografia 1, se calculd la densidad de las fibras elasticas en la tunica media, dividiendo
el numero de fibras entre el grosor de la tunica media como procedié Kneubil y Cols.
(2006). Los resultados demostraron que no hay diferencias significativas al comparar la
densidad de fibras elasticas de la tunica media entre conejos de 7 semanas y 104
semanas (p=0,968) de igual manera al comparar densidades de fibras elasticas en la
tunica media del seno carotideo en conejos de 7 semanas con conejos de 260 semanas
(p= 0,968) ver Tabla 12. Sin embargo, cualitativamente una disminucion de fibras
elasticas(Gréfica 7), ademas del grosor de las fibras elasticas con tendencia a verse mas
gruesas en los conejos de 7 semanas y mas delgadas en conejos de 260 semana; asi
mismo, se observé una mayor distancia entre fibras, con mayor fragmentacién y menos
onduladas en los conejos de mayor edad, lo que coincide con las descripcion realizada
por Mirea y Cols. ( 2012).
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Grafica 7. Densidad de Fibras Elasticas (No.

Fibras/Tunica Media)
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Teniendo en cuenta la importancia del estudio del seno carotideo por su relevancia en la
regulacion de la presion arterial y que sus alteraciones podrian ser causa de la génesis
de la hipertension arterial, es de gran importancia su estudio morfolégico, que aunque
existen estudios, no hay claridad sobre las posibles alteraciones morfolégicas que lleven
al desarrollo de hipertension arterial en adultos mayores, y los cambios a los que lleva el
envejecimiento del sistema cardiovascular (56). Muchos estudios hablan del
barorreceptor carotideo como el causante, o por lo menos como una pieza clave en la
génesis de la hipertension arterial esencial (Carrero y cols. 2007). Una de las razones
mas conocidas como causa del aumento de la actividad del sistema nervioso simpatico, y
por tanto de la hipertension arterial, es la inhibicion de la funcién de los barorreceptores

arteriales(Kougias y Cols, 2010)

En este trabajo se observé un aumento en el grosor de las tunicas, principalmente de la
tunica media durante el envejecimiento y una disminucién de la cantidad y el grosor de
las fibras elasticas en la tinica media, siendo estas caracteristicas morfoldgicas, entre
otras, las que pueden aumentando la rigidez de la pared del seno carotideo, lo que esta
acorde con lo dicho por Payne en su articulo, donde asegura que la degeneracion de las
fibras elasticas y el aumento del depdsito de colageno es considerado una causa clave

en la rigidez arterial relacionada con la edad (Payne y Cols. 2010). Esta rigidez esta
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relacionada con el desarrollo de hipertension arterial (Arribas y Cols. 2006). Es asi como
podemos ver que definitivamente los cambios observados en este trabajo aportan al
estudio de los cambios morfoldgicos del barorreceptor como una causa de la génesis de
la hipertensién arterial. Es importante seguir haciendo estudios utilizando otras
histoquimicas y aumentando el numero de muestras, y reproducir en humanos estos
estudios histolégicos, en una linea de investigacion en la que los histélogos tenemos

mucho que aportar.
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