REVISTA CENIC, 4, 1-2, 1972 33

Localizacion y contenido de polisacaridos en células de la
inflamacién aséptica al microscopico electrénico

O. Ancueta v J. Kouri

Labkoratorio de Microscopia Electrénica, C.N.I.C, de Cuba

Recibido en: Abril 1572

ABSTRACT. An electron microscopic study was made to determine the Iocation
and content of polysaccharides in the cells of an aseplic inflammation produced
in the peritoncal cavity of rats by implantation of epon laminae.

The material was processed for electron microscopy for demostrating sites of poly-
saccharide reaction products at the electron microscope level. The TSH-Silver pro-
teinante technique was applied on thin sections,

Varistions in polysaccharide content observed in the different cell types of the
aseptic inflammoation underwent modifications during the succesive days of the
experiment. .
Variations in the polysaccharide content observed in the different cell types, with
special references macrophages and cells intermediate between macrophages and
fibroblasts are discussed in relation 1o the possible transformation of mucrophages
inta fibroblasts.

RESUMFEN, Se estudié el eontenido y 1o locabizacién de polisaciridos en células
de una inflamacidn aséptica de la cavidad peritoneal de las ratas, la cual fue
provocada por la implantacién de ldminas de epon 812,

El material obtenido fue procesade para Microscopia Electronica, Sobre los cortes
ultrafinos se realizd la téenica TSI —— proteinato de plata para revelar polisaci-
ridos. :
Se observan variaciones en el contenido de polisacdridos de los diferentes tipos celu-
lares presentes en la inflamacién, variaciones que se modificaban en el transcurso
de ios dias del experimento.

Se discuten las variaciones y [a localizaciém del contenido de polisacaridos obser-
vadas en los distintos tipos celulares de Ia inflamacion aséptica en particular de
los macréfagos, células intermedias entre macréfago-fibroblastes v fibroblastos v
su telacién con la posible transformaetdn de macréfagos hacia fibroblastes.

INTRODUCCION

La presencia de polisacaridos ha sido estudiada por métodos bioquimicos (Bazin y
cols., 1953) v citoquimicos {Georgier y cols, 1966; Fox, 1970; Walchstein, 1949;
y Robert v col., 1945) al microscopio éptico en células de la inflamacién tanto sép-
tica como aséptica, en células sanguineas normales, en células leucémicas y médula
ésea. Con los métodos citoquimicos se ha analizado el contenide de este polimero
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en los distintos tipos celulares y su posible significado funcional. Se ha p'anteade
que la presencia de polisacéridos en macrélagos (Georgier y cols., 1966) 3 un in-
dice de su grado de difcrenciacion y que la cantidal estd relacionada con su activi-
dad funcienal, como por cjemplo sirviendo de material energético para a fagoci-
tosis (Bazin y cols., 1953).

El propdsito de nuestro trabajo es la localizacion de "o3 polisaciridos on los dist'nios
tipos celulares v las variaciones en el contenido dz estos polisaciridos que sz observan
en cada uno de los dins de un procese inflamator'o asi9 o, errpleando téonicas cito-
quimicas en microscopya clectrdnica.

MATERIAL Y METODO

Sc emplearon 14 ratas de ambos sexos del tipo Wistar cuvo peso era de 130200 grs,
a las cuales se les implanté en 'a cavidad poritoneal 4 lamunas de Epon 812 las que
se extrajeron a los 1, 2, 3, 4, 3, 6, v 10 dias; se completaron 2 scries de experimentos.

Las Jaminas asi obtenidas fueron procesadas para microscopia electrénica (Kouri y

cols., 1970). Los bloques fueron cortados en ¢l Ultramicrétomo LKB Ultratome I1L
Sobre los cortes de color plateado a amarillo claro s rea'zd la téenica TSH — protei-
nato de plata (Thiery, 1967} para revelar los polisacaridos. Los cortes fucron final-
mente montados sobre rejillas de 400 mesh sin membrana soporte. Para control se
fijzron ldminas en glutaraldehido a' 244 por 4 hovas. Se realizd la téenica de Thiery
sin el pasaje de los cortes por acido periddico y pasindolos por saliva humana de
1 a 4 horas. No se realizd post-contraste a las muestras, las cuales fueron observadas
en ol microscopio electrénice Hitachi HS-7.

RESULTADNOS

Se usars indistintamente la denominacion de producto de reaccidn, polisaciridos
v la reaccidn. :

Ll producto de reaccion se observd cn varios de los diferentes tipos celulares que
aparecen en una inflamarién aséptica: polimorfonucleares (eosindfilos y neutrdfi-
los), células cebadas, monocitos, formas intermcdias entre monocite v macrdfago,
macréfagbs, formas intermedias entre macrofagos v fibroblastos y fibroblastos {Ta-
bla I). Estos polisacaridos se encuentran en forma dispersa en actimulos formados
por rosetas y por particulas mas pequefias aisladas coincidiendo con la descripeidn
de otros autores (Revel, 1964).
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TABRLA T

Jer 2o Hre Siu htu il 1o
Neutrdfilos XHE
Eosindfilos XXX XXX x x
Monocites -
Cebadas - _
Macrofagos x XX XXX X x - -
Formas intermedias entre Mono-
citos v Macréfagos X xx XXX x
Fibroblastos XXX XXX XXX xXx
Formas intermedias entre Maerd-
fagos y Fibroblastos x

~ 1o reatcifn

X escasa

xx poco abundante
xxx abundante

A las 24 horas de implantacién los polimorfos nucleares neutréfilos (Fig. 1} v cosi-
ndfilos presentaron abundante producte de reaccién en forma dispersa en el cito-
plasma, mientras que no se observaron en los monocitos {Fig. 2} ni en las células
cebadas. Por otra parte, sélo algunos macrdofagos (Fig. 3} prescntaron Ja reaccidn
en forma dispersa v escasa.

Al segundo dia los eosindfilos presentaron abundantes polisacaridos en forma dis-
persa en ¢l citoplasma. Las células cebadas no mostraron producto de reaccion.
En un nimero mayor de macréfagos (Fig. 4) se observd una reaccién mdés abun-
dante y en forma dispersa por el citoplasma, mientras que algunas de estas células
no lo presentaron. En las formas intermedias entre macréfages v fibroblastos se
observd escasos polisacaridos dispersos por ¢l citoplasma. En las muestras del 3°7 dia
de implantacién cbservamos escaso producto de reaccidén en los eosindfilos y en las
formas intermedias entrc monocitos v macréfagos. Algunos macrdfagos presentaron

abundantes polisaciridos, unas veces en actmuios y otras escasos v en forma dis-
persa por ¢l citoplasma, En las formas intermedias entre macréfagos y fibroblastos
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T:ic. 1. Neutrdfilo. Se observan sus adeleos {0} y su citoplasma cargado de particulas densas
(flechay. 12 300 x

Fig. 2. Mlonocito. No se observa producto de reaccion. 10 080 x

se encontraron escasos aciinulos de polisacinidos v en algunas eflulas estaban dis-
persos. En los fibroblastos la reaccion fue abundante, va sea en forma dispersa o

formande actmulos.

A los 4 dias de imp'antacion, los macréfagos (Fig. 5! presentaron escaso producto
de reaceidn en forma dispersa, mientras que las formas intrmedias entre macrdfagos
y fibroblastos {Fig. 6} lo mostraron en forma dispersa o en acdmulos y en otras célu-
las era muy escaso. Asimismo, en los {ibroblastos (Fig. 7) ohservamos la reaccién

en forma de acimulos v en otros era muy escase v disperso por el citoplasma.



EST. DE POLISACARIDOS AL MICROSCOPIO ELECTRONICO 7

Fic. 3. Macréfago. Presenta el producto de reaccion en forina de particulas densas en el cito-
plasma {flecha), 10 000 x

De la obscrvacion de las células del 3* dia, algunos macrdéfagos mostraron reaceion
dispersa, las formas intermedias entre macrédfagos fibroblastos presentaron escaso
producto de reaccidn dispersa v en alpunas en forma de achmulos.

Los macrofagos v algunos fibroblastos del 6% dia se observaron sin reaccidn, pero
algunos fibroblastos presentaron el producto de reaccidn en forma dispersa v en
actimulos.

En el 10™ dia los polisacdrides se ohservaron: en los eosindfilos, escasos y en forma
dispersa en ¢l citoplasma: en algunos macrdfagos (Fig. 8) no se observaron y en
otros se presentaron muy escasos v en forma dispersa: en los fibroblastos {Fig. 9}
se encontraron en forma de acimu'os v en forma dispersa en ¢l citoplasma.

En todas las células estudiadas en las cuales existia producto de reaccién va {fuera
en forma dispersa o en actimulos, la reaccidn se observé al parccer en la matriz cito-
plasmética y nunca en el interior ni del reticulo endoplasmico liso, ni en el interior
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Tie. 4. Macréfage. Aumento del producto de reaccién {flecha). La zona del Golgi (G) se
abserva Iibre de reaeccién. 12 500 x

Fio. 5, Macréfago. Escaso producto de reaccién en forma dispersa (flecha). En la zona del
Golgi (G) no se observa producto dc_reaggién. 10000 %

de las vesiculas del aparato de Golgi, cuando los polisaciridos se encontraron en

forma de actmulos, no se observd que fueran rodeados por ninguna membrana,

Controles: Cuando se fi30 con glutaraldehido no se observé producto de reaccidén
en ningin tipo celular. En las preparaciones las cuales no fueron sometidas a acido
periddice tampoco se observd la reaccidn v las células presentaron un fino precipi-
tado de plaia sobre la membrana plasmitica. Al someter los cortes a la accidn de la
amilasa salival todas las cflulas observadas mostraron producto de reaccidn en
tmayor o menor grado.
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Fie. 6. Forma Intermedia entre macréfago y fibroblasto. El producto de reaccidn sc observa
en forma de acimulo {flecha) {RER) 12500 x

DISCUSION

Los resultados obtenidos concuerdan con los expuestos por diferentes autores en
microscopia Optica (Walchstein, 1949 y Fox, 1970). Esto es cn lo que se refiere
a la ausencia de producto de reaccién c¢n los monocitos, precursores de los macrd-
fagos y al gran namero relativo de polimorfos nucleares, con abundante reaccién y
también a la prescncia de células ccbadas. Este hecho asi como la presencia de
¢escaso producto de reaccidn en las formas intermedias entre monocitos y macré-
fagos y la escasa reaccién en los macréfagos del primer dia, apoya la tesis de trans-
formacién de monocitos a macréfagos (Chapman y cols., 1967).

El aumento del producte de reaccién ¢n Jos macréfagos del scgundo v tercer dia
donde ya es abundante, c¢std de acuerdo con Fox, 1970 quicn plantea que estas
¢lulas han eliminado por fagocitosis los polimorfos degenerados los cuales contenian
gran cantidad de glucégeno, slendo éste el responsable de la reaccion positiva. A
partir del cuarto dia los macréfagos presentan muy escaso producto de reaccién v
en ocasiones ninguno, sin embargo, las formas intermedias ( Kouri y Ancleta, 1971,
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Fic. 7. Fibreblasto. S¢ ohserva producto de reaccién cn forma de actimulo (flechas). 12 500 x

Fic. 8. Maerdfage. No se observa producte de reaccién. 10000 x

1572} entre macrdfagos v fibroblastos van mestrando un aumento del producto de
reaccién, el cual es muy abundante en los fibroblastos, esto seria otro dato que apo-
varia el planteamiento de la transformacién de macréfagos a fibroblastos. El hecho
de que en no todos los macréfagos hava producto de reaccién hace pensar en varias
posibilidades: no todos los macrdfagos se transforman en fibroblastos y de hecho
en los resultados de los estudios en camara de difusion (Kouri, 1971) se observan
macréfagos en los séptimo v déeimo dias. Otra posibilidad es que los polisacéridos
se sitlien en lugares especificos de la célula y que el corte no los hava interceptado,
“a que cuando se estudia una célula completa al microscopio optice (Fox, 1970)
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Fic. @ Fibroblaste. Muestra 1o reacciom en forma de achmulos. (flecha). 12 300 x

sc observa que el escaso producto de reaccién estd localizado hacia ja zona de la
cscotadura nuclear, La otra posibilidad es que 1a capacidad de sintesis de los polisa-
caridos se va desarrollando por diferenciacidén hasta alcanzar su maximo en los
fibroblastos, esto nos lo sugiere ¢! hecho de que en ias [ormas intermedias entre
macrofagos v fibroblastos se observa un aumento del producto de reaccidn.

Otro aspecto interesante es ¢l hecho de que en nuestros resultados nunca obscrvamos
el producio de reaccion en los componentes del aparato de Golgi ni en las vesiculas
del reticulo endoplasmico liso ya que por otra parte csie organito es muy escaso
en los tipos eclulares estudiados; estos resultados no estin de acuerdo con lo plan-
teado por Colmbra v col, (1966), quicnes plantean que las vesirulas de superficie
lisa del reticulo endoplismice juegan un papel importante en la sintesis de gluco-
geno. Hay que tcner en cuenta gue se parte de material de trabajo distinto, asi
como el método empleado, autorradiografia, usando glucosa H2. Si bien se sabe
que este metabolito difunde faci'mente por el citoplasma celular pudiendo dar una
falsa localizacibn, también es necesario tener en consideracién que en las células
de la inflamacién aséptica se observa muy escaso el reticulo endoplismico liso.
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Para complementar los resultados obtenidos en esta invesiigacién serd necesario
hacer estudios bioguimicos para medir ¢l contenido de las enzimas que intervienen
en la sintesis de polisaciridos en cstas células y determinar su 'ocalizacidn,

RECONOCIMIENTOS

Agradecemos a las compaieras Maria Elena Ramos, Maria Cristina de la Rosa y
los compaficros Antonio Pazos, Alfredo Alfonso y Jorge Agilicro por su ayuda técnica.

REFERENCIAS
Bazin 8. Deranxxey A. and Cravtoe A. Le glycogene intraleucocytaire et ses variations au
coins de la phagocytose, dnnales de L'Institut Pasteur, 83, 774, 1953

Crarvan J. A., Gouen J. and Eives M. V. An electron microscope study of the in vitro
transformation of human leucocytes. II. Transformation to macrophages. J. Cell Bisl.
2, 371, 1967,

Corvsra A, and Lesioxp C. P. Sites of glycogen aynthesis in rat liver cclls as shown by clec-
tron microscope radioautography after administration of glucose H®. J. Cell Biol, 30.
151, 1965,

Fox M. O. Tesis de doctorade, Centro Nacional de Invest, Cient. de Guba, 1870,

Georcxy 1., Tomrrornsky S., Barcnvarova M. et Nppvarzov L Sur la cytochemie de
L’inflammation aseptique experimentale notamment en relation avec les lipides. V
Symposium Histologicum internationales. Editions de L'académie Bulgare des Sciences.
Softa, 1966.

Kourf 1., Stovaxov I, Varextl J. y Axcuera O. Método para cf estudio en microscopla
electrénica de macréfagos peritoneales en capa unicclular. Rer. Cenic 2, 111, 1570

Kourf J. v Axcmrra O. Transformation of macrophages into fibroblasts. Exptl. Cell. Rés,
71, 168, 1972.

Kour{ J. ¥ Ancrera O. Transformacién de macréfagos en fibroblastos. Libro Restmenes I
SIC. Habana, 1971.

Kouzi J. Comunicacidn personal, 1971,
ReveL J. P. Electron Microscopy of Glycogen. J. Histochem. and Cytochem., 12, 104, 1964,
RoperT P. G. and Rosert E. 5. Glycogen in human blood cells. Blood, 4, 569, 1945

Tuery J. P. Mise en evidence des polysaccharides en microscopie electronique. J. Microse.,

6, 987, 1967,

WarcusTein M. The distribution of histochemically demostrable glycogen in human blood
and bone marrow cells. Blood, 4, 54, 1949,




