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ABSTRACT. An electron microscopic study was made to determine the location
and content of polysaccharides in the cells of an aseptic inflammation produced
in the peritoneal 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 .
Variations in polysaccharide content observed in the different cell types of the
aseptic inflammation 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 to the possible transformation of macrophages
into fibroblasts .

RESUMEN. Se estudiÁ el contenido y la localizaciÁn de polisacÍridos en células
de una inflamaciÁn aséptica de la cavidad peritoneal de las ratas, la cual fue
provocada por la implantaciÁn de lÍminas de epon 812 .
El material obtenido fue procesado para Microscopía ElectrÁnica. Sobre los cortes
ultrafinos se realizÁ la técnica TSH - proteinato de plata para revelar polisacÍ-
ridos .
Se observan variaciones en el contenido de polisacÍridos de los diferentes tipos celu-
lares presentes en la inflamaciÁn, variaciones que se modificaban en el transcurso
de los días del experimento .
Se discuten las variaciones y la localizaciÁn del contenido de polisacÍridos obser-
vadas en los distintos tipos celulares de la inflamaciÁn aséptica en particular de
los macrÁfagos, células intermedias entre macrÁfago-fibroblastos y fibroblastos y
su relaciÁn con la posible transformaciÁn de macrÁfagos hacia fibroblastos .

INTRODUCCION

La presencia de polisacÍridos ha sido estudiada por métodos bioquímicos (Bazin y
cols ., 1953) y citoquímicos (Georgiev y cols ., 1966; Fox, 1970; Walchstein, 1949 ;
y Robert y col., 1949) al microscopio Áptico en células de la inflamaciÁn tanto sép-
tica como aséptica, en células sanguíneas normales, en células leucemicas y médula
Ásea. Con los métodos citoquímicos se ha analizado el contenido de este polímero
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en los distintos tipos celulares y su posible significado funcional . Se ha p'anteado
que la presencia de polisacÍridos en macrÁfagos (Georgiev y cols., 1966) es un ín-
dice de su grado de diferenciaciÁn y que la cantidad estÍ relacionada con su activi-
dad funcional, como por ejemplo sirviendo de material energético para la fagoci-
tosis (Bazin y cols ., 1953) .

El propÁsito de nuestro trabajo es la localizaciÁn de 'os polisacÍridos en los distintos
tipos celulares y las variaciones en el contenido d .s estos polisacÍridos que se observan
en cada uno de los días de un proceso infiamator o así t -co, eropleando técnicas cito-
químicas en microscop a electrÁnica .

MATERIAL Y METODO

Se emplearon 14 ratas de ambos sexos del tipo Wistar cuyo peso era de 150-200 grs,
a las cuales se les implantÁ en !a cavidad peritoneal 4 lÍminas de Epon 812 las que
se extrajeron a los 1, 2, 3, 4, 5, 6, y 10 días ; se completaron 2 series de experimentos .

Las lÍminas así obtenidas fueron procesadas para microscopía electrÁnica (Kourí y
cols., 1970) . Los bloques fueron cortados en el UltramicrÁtomo LKB Ultratome III .
Sobre los cortes de color plateado a amarillo claro se rea 'izÁ la técnica TSH - protei-
nato de plata (Thiery, 1967) para revelar los polisacÍridos . Los cortes fueron final-
mente montados sobre rejillas de 400 mesh sin membrana soporte . Para control se
fijaron lÍminas en glutaraldehido al 2c/o por 4 horas . Se realizÁ la técnica de Thiery
sin el pasaje de los cortes por Ícido periÁdico y pasÍndolos por saliva humana de
1 a 4 horas. No se realizÁ post-contraste a las muestras, las cuales fueron observadas
en el microscopio electrÁnico Hitachi HS-7 .

RESULTADOS

Se usarÍ indistintamente la denominaciÁn de producto de reaccion, polisacÍridos
y la reacciÁn .

El producto de reacciÁn se observÁ en varios de los diferentes tipos celulares que
aparecen en una inflamaciÁn aséptica : polimorfonucleares (eosinÁfilos y neutrÁfi-
los), células cebadas, monocitos, formas intermedias entre monocito y macrÁfago,
macrÁfagos, formas intermedias entre macrÁfagos y fibroblastos y fibroblastos (Ta-
bla I) . Estos polisacÍridos se encuentran en forma dispersa en acámulos formados
por rosetas y por partículas mÍs pequeÉas aisladas coincidiendo con la descripciÁn
de otros autores (Revel, 1964) .



xx poco abundante
xxx abundante

A las 24 horas de implantaciÁn los polimorfos nucleares neutrÁfilos (Fig. 1) y cosi-

nÁfilos presentaron abundante producto de reacciÁn 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, sÁlo algunos macrÁfagos (Fig . 3) presentaron la reacciÁn

en forma dispersa y escasa .

Al segundo día los eosinÁfilos presentaron abundantes polisacÍridos en forma dis-

persa en el citoplasma. Las células cebadas no mostraron producto de reacciÁn .

En un námero mayor de macrÁfagos (Fig . 4) se observÁ una reacciÁn mÍs abun-

dante y en forma dispersa por el citoplasma, mientras que algunas de estas células

no lo presentaron. En las formas intermedias entre macrÁfagos y fibroblastos se

observÁ escasos polisacÍridos dispersos por el citoplasma . En las muestras del 3ñ díat

de implantaciÁn observamos escaso producto de reacciÁn en los eosinÁfilos y en las

formas intermedias entre monocitos y macrÁfagos . Algunos macrÁfagos presentaron

abundantes polisacÍridos, unas veces en acámulos y otras escasos y en forma dis-

persa por el citoplasma . En las formas intermedias entre macrÁfagos y fibroblastos
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TABLA I

jer 2do 3ro 4úU 5to 6 1 0 lomo

NeutrÁfilos

EosinÁfilos

Monocitos

Cebadas

xxx

xxx

-

xxx x

MacrÁfagos

Formas intermedias entre Mono-
citos y MacrÁfagos

x xx

x

xxx

xx

x

xxx

x

Fibroblastos xxx xxx xxx xx

Formas intermedias entre MacrÁ-
fagos y Fibroblastos x

- no reacciÁn
x escasa
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Fic. 1 . NeutrÁfilo . Se observan sus nácleos (N) y su citoplasma cargado de partículas densas
(flecha) . 12 500 x

FIG . 2. Monocito . No se observa producto de reacciÁn . 10 000 x

se encontraron escasos acámulos de polisacÍridos y en algunas células estaban dis-
persos. En los fibroblastos la reacciÁn fue abundante, ya sea en forma dispersa o
formando acámulos .

A los 4 días de implantaciÁn, los macrÁfagos (Fig . 5) presentaron escaso producto
de reacciÁn en forma dispersa, mientras que las formas intrmedias entre macrÁfagos
y fibroblastos (Fig . 6) lo mostraron en forma dispersa o en acámulos y en otras célu-
las era muy escaso . Asimismo, en los fibroblastos (Fig . 7) observamos la reacciÁn
en forma de acámulos y en otros era muy escaso y disperso por el citoplasma .
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Fto. 3 . MacrÁfago . Presenta el producto de reacciÁn en forma de partículas densas en el cito-
plasma (flecha) . 10 000 x

De la observaciÁn de las células del 5t° día, algunos macrÁfagos mostraron reacciÁn

dispersa, las formas intermedias entre macrÁfagos fibroblastos presentaron escaso
producto de reacciÁn dispersa y en algunas en forma de acámulos .

Los macrÁfagos y algunos fibroblastos del 6to día se observaron sin reacciÁn, pero
algunos fibroblastos presentaron el producto de reacciÁn en forma dispersa y en
acámulos .

En el 10-0 día los polisacÍridos se observaron : en los eosinÁfilos, escasos y en forma
dispersa en el citoplasma ; en algunos macrÁfagos (Fig . 8) no se observaron y en
otros se presentaron muy escasos y en forma dispersa ; en los fibroblastos (Fig. 9)

se encontraron en forma de acámulos y en forma dispersa en el citoplasma .

En todas las células estudiadas en las cuales existía producto de reacciÁn ya fuera
en forma dispersa o en acámulos, la reacciÁn se observÁ al parecer en la matriz cito-
plasmÍtica y nunca en el interior ni del retículo endoplÍsmico liso, ni en el interior
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FiG. 4. MacrÁfago. Aumento del producto de reacciÁn (flecha) . La zona del Golgi (G) se
observa libre de reacciÁn . 12 500 x

FIG. 5. MacrÁfago. Escaso producto de reacciÁn en forma dispersa (flecha) . En la zona del
Golgi (G) no se observa producto de reacciÁn . 10 000 x

de las vesículas del aparato de Golgi, cuando los polisacÍridos se encontraron en
forma de acámulos, no se observÁ que fueran rodeados por ninguna membrana.

Controles : Cuando se fijÁ con glutaraldehido no se observÁ producto de reacciÁn

en ningán tipo celular. En las preparaciones las cuales no fueron sometidas a Ícido

periÁdico tampoco se observÁ la reacciÁn y las células presentaron un fino precipi-
tado de plata sobre la membrana plasmÍtica . Al someter los cortes a la acciÁn de la
amilasa salival todas las células observadas mostraron producto de reacciÁn en

mayor o menor grado .
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Fic. 6. Forma Intermedia entre macrÁfago y fibroblasto . El producto de reacciÁn se observa
en forma de acámulo (flecha) (RER) 12 500 x

DISCUSION

Los resultados obtenidos concuerdan con los expuestos por diferentes autores en
microscopía Áptica (Walchstein, 1949 y Fox, 1970) . Esto es en lo que se refiere
a la ausencia de producto de reacciÁn en los monocitos, precursores de los macrÁ-
fagos y al gran námero relativo de polimorfos nucleares, con abundante reacciÁn y
también a la presencia de células cebadas. Este hecho así como la presencia de
escaso producto de reacciÁn en las formas intermedias entre monocitos y macrÁ-
fagos y la escasa reacciÁn en los macrÁfagos del primer día, apoya la tesis de trans-
formaciÁn de monocitos a macrÁfagos (Chapman y cols., 1967) .

El aumento del producto de reacciÁn en los macrÁfagos del segundo y tercer día

donde ya es abundante, estÍ de acuerdo con Fox, 1970 quien plantea que estas
células han eliminado por fagocitosis los polimorfos degenerados los cuales contenían

gran cantidad de glucÁgeno, siendo éste el responsable de la reacciÁn positiva . A
partir del cuarto día los macrÁfagos presentan muy escaso producto de reacciÁn y
;en.ocasiones ninguno, sin embargo, las formas intermedias (Kourí y Ancheta, 1971,
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FIG. 7. Fibroblasto . Se observa producto de reacciÁn en forma de acámulo (flechas) . 12 500 x

FIC. 8. MacrÁfago . No se observa producto de reacciÁn . 10 000 x

1972) entre macrÁfagos y fibroblastos van mostrando un aumento del producto de
reacciÁn, el cual es muy abundante en los fibroblastos, esto sería otro dato que apo-
yaría el planteamiento de la transformaciÁn de macrÁfagos a fibroblastos . El hecho
de que en no todos los macrÁfagos haya producto de reacciÁn hace pensar en varias
posibilidades : no todos los macrÁfagos se transforman en fibroblastos y de hecho
en los resultados de los estudios en cÍmara de difusiÁn (Kourí, 1971) se observan
macrÁfagos en los séptimo y décimo días . Otra posibilidad es que los polisacÍridos
se sitáen en lugares específicos de la célula y que el corte no los haya interceptado,
ya que cuando se estudia una célula completa al microscopio Áptico (Fox, 1970)
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Fin. 9 . Fibroblasto . Muestra la reacciÁn en forma de acámulos . (flecha) . 12 500 x
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se observa que el escaso producto de reacciÁn estÍ localizado hacia la zona de la
escotadura nuclear. La otra posibilidad es que la capacidad de síntesis de los polisa-
cÍridos se va desarrollando por diferenciaciÁn hasta alcanzar su mÍximo en los
fibroblastos, esto nos lo sugiere el hecho de que en las formas intermedias entre
macrÁfagos y fibroblastos se observa un aumento del producto de reacciÁn .

Otro aspecto interesante es el hecho de que en nuestros resultados nunca observamos
el producto de reacciÁn en los componentes del aparato de Golgi ni en las vesículas

del retículo endoplÍsmico liso ya que por otra parte este organito es muy escaso
en los tipos celulares estudiados ; estos resultados no estÍn de acuerdo con lo plan-
teado por Coimbra y col ., (1966), quienes plantean que las vesículas de superficie
lisa del retículo endoplÍsmico juegan un papel importante en la síntesis de glucÁ-
geno. Hay que tener en cuenta que se parte de material de trabajo distinto, así

como el método empleado, autorradiografía, usando glucosa H3 . Si bien se sabe
que este metabolito difunde fÍcilmente por el citoplasma celular pudiendo dar una
falsa localizaciÁn, también es necesario tener en consideraciÁn que en las células
de la inflamaciÁn aséptica se observa muy escaso el retículo endoplÍsmico liso .
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Para complementar los resultados obtenidos en esta investigaciÁn serÍ necesario
hacer estudios bioquímicos para medir el contenido de las enzimas que intervienen

en la síntesis de polisacÍridos en estas células y determinar su 'ocalizaciÁn .
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